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Por supresividad de estirpes rho  de Saccharomyces

cerevisiae se entiende | a propiedad que presentan algunas de las

+
mismas, cuando se cruzan con estirpes rho » Paraexcluir o supiri

mir el factor rho normal aportado a los zigotos por estas ditimas,

L as estirpes rho due presentan esta propiedad reciben el nombre

de " supresivas ", frente al de " neutros ! con el que se conocen

las que no Ia poseen.

Como se desprende de la extensa bibliograffa que se
cita en el capi’tuio siguiente, la supresividad ha sido ampliamente

éstudiada, tanto por lo que respecta a la naturaleza de las estir -

pes supresivas como al mecanismo por el que se lleva a cabo. Has

ta el momento, se ha considerado que el grado de supresividadque

presentan las distintas estirpes supresivas es una caracterfstica

celulapr de cada una de ellas que presentarian una notable establll

vdad en relacién con esta propiedad.

En nuestro laboratorio el fenédmeno de la supresividad

en sus distintos aspectos viene estudidndose desde 1970 y los re-

sultados previos a la iniciacién de esta Tesis, a mé&s de aclarar
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el papel biolégico de la supresividad en relacidn con la conserva
cidn de la especie, parecfanindicar, en contra de lo anteriormen
te expuesto, que la supresividad y el grado de supresividad de -
una estirpe rho no es una caracteri{stica celular constante sino
que dependia del tipo de estirpe r~ho+ frente a la que se deter

minaba, e incluso de |la modalidad de cultivo de |as mismas.

En principio, el presente trabajo se ha centrado en
la comprobacio’n de este Ultimo punto y de. los factores de tipo
genético o ambiental r"elacibnados con las estirpes r~ho+ que afec-
tan la supresividad de las r‘ho-.o, lo que es mds correcto, que
afectan el grado de resistencia de |as estirpes r*ho+ a la manifes

tacion del cardcter supresivo de las mutantes rho .

Se ha podido comprobar plenamente que el grado de
supresividad de las estirpes rho no es constante sino que depen-
de en cada caso de la resistencia a la supresividad de las distin -
tas estirpes |~hoJr con las que se cruzan; resistencia a lasupresi-
vidad que va ligada a su estabilidad respiratoria, es decir a lata

sa de mutacion espontdnea a rho .

Al profundizar en la investigacidn se ha podido com-
probar que la estabilidad respiratoria de las estirpes r~ho+y por
endesuresistenciaalasupresividad depende dela estabilidad delos
genomios mitocondriales de cada una de sus células y que la mis—

ma estd condicionada por un alelo de los propios genomios mito -



condriales.

Tambien se ha abordado et estudio de la influenciaque
las condiciones ambiental es, -modalidad de cultivo, pH, fase de
crecimiento y fuente de carbono- ejercen sobreliaresistencia a |a

. . + .
supresividad de las estirpes rho , con resultado negativo.

Finalmente otro probl ema abordado en este trabajé ha
sido el de revisar la férmula cldsica empleada en el calculo de la
Supresividad al objeto de evitar los errores que introduce en dj-
. cho célculo, el hecho comprobado tambieén en este trabajo de que
el rendimiento en zigotos de cruces rho+ por rho  es inferior al
de los cruces de células de la estirpe rho” y los mutantes rho  que

; . . +
Stempre existen en los cultivos rho .

-25-
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Mutantes de | evaduras con deficiencia respiratoria

En cultivos de muchas especies de Saccharomyces

aparecen, deforma espontdneay con una frecuencia en ocasio -
nes grande, mutantes que han perdido de forma permanente la
capacidad dé obtener la energfa necesaria para su vida por-
via r‘espiratbr'ia, obteniendola solamente de procesos fermen-
tativos.

L a mayorfla de los trabajos realizados con estos mu

tantes, lo han sido con S. cerevisiae, pero este fenémeno se

presenta en una gran variedad de especies, tales como:S. itd-

licus, S. bayanus, 5. logos, S. uvarum, S. pastorianus,

S.exiguus, S. wiliams, S. carlbergensis, 3. chevalieri... . , a

més de en otros géneros delevaduras como Schizosaccharomy-

ces, Br‘etanbmyces, Torulopsisy Candida. Todas ellas se ca-

racterizan por estar capacitadas parautilizarvias alternativas

~28-



N

en su metabolismo energético,y segin Bulder (1964 a, b) son leva
duras "petites positivas!, es decir, levaduras en las que es posi
ble demostrar la existencia de mutantes deficientes respiratorios,
a difeﬁencia de aquellas ''petites negativas'" en las queno se pue-

den poner de manifiesto.

L.a mutacidén confiere a la célula unas caracter(sticas
fenotlpicas particulares que setransmiten por herencia, tanto a tra

Ve . - .
ves de ciclo sexual como en procesos de reproduccidn vegetativa.

Caracteres de los Mmutantespetites

Los mutantes deficientes respiratorios se diferen -
cian claramente de las células normal es, en razdén de una se -

rie de caracteristicas que les confiere |a mutacidn.

Lo primero que liama la atencidén es el tamafio de las
colonias a que dan lugar cuando se cultivan en medios con azGca-
res en baja concentracién como fuente de carbono. Al ser menos
eficientes que las células silvestres en la utilizacién de dichos
azicares, originan colonias més pequefias que lasnormales, ra-
26n por la cual; un grupo de investigadores franceses (Ephrussi
et al 1949 a; Sionimski and Ephrussi, 1949; Slonimski, 1949; Eph

russi et al, 1949; Tavlitzki 1949) los Ilamaron mutantes "petites!,
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denominacidn que ha prevalecido sobre las propuestas por otros
autores, tales como: mutantes "aer' (l.indegren, 1956; Ogur vy
St John, 1956); "Secondary colony variant! {(Wild and Hinshel -
' wood, 1956); "mutantes R" (Wright y L_ederberg, 1957); !'mutan-
tes Mk" (Schwar‘tz, 1959); Yvariantes W!" (Yanagishima, 1956)
.0 "mutantes RD!" abreviatura de respiration-deficient, tal cémo

propusieron Moat et al (1959).

Estos mutantes son incapaces de utilizar el oxigeno
como aceptor final de electrones, como cornisecuencia de altera
ciones mds o menos profundas en la cadena transportadora de
el ecirones, ocasionadas por la pérdida de los citocromos b vy
a+a3 o bien por la ausencia solamente de los citocromos c1 y bz
(Sherman y Sionimski, 1964; Sherman, 1963). Como consecuencia
delo e*puesto, son incapaces de utilizar sustratos degradables
solo por via oxidativa, tales como lactato, glicerol, succinato,
acetato, etc. ... (Ogur y St.John, 1956; Ogur et al, 1954; Ya-
nagishima, 1956). |

Otra caracteristica bioquimicaqueseutilizapara ta
seleccidn de dichos mutantes, esla incapacidad de utilizar com-
puestos como el cloruro de 2, 3,5 trifenil tetrazolium como acep
tor de electrones, compuestos que las células normales r‘educen
a formazano, que es rojo insoluble y que se acumula en su inte-
kior tifiendo las colonias de rojo (Nagai, 1955; Ogur et al, 1957;

Y anagishima, 1956).

Poseen ademas otras alteraciones enziméticas, tales

-30-



como su bajo tontenido en catalasa (Callao y Montoya, 1950) y di-

ferencias enlosniveles de deshidrogenasas (Nufiez de Castro, 1972

Arias de Saa\)edra, 1974).

Tipos de mutantes petites

Caracterflsticas propias de estos mutantes, tales como
su alta frecuencia de aparicién a partir de células normal es (1 %
| de mutantes en cultivos de células diploides y 1-5% en los de ha -
ploides) especialmente patente en las [lamadas estirpes inestabl es,
(Nagai et al,1961) que I1egan a tener hasta el 50% dé mutantes en
cultivos estacionarios, asi como la ausencia total de reversién a
lo largo de grandes periodos de tiempo, hizopensar en la natura-
leza citoplasmética de la mutacién petite; suposicién demostrada
plenamente al comprobarse que |a segregacién de ascosporaspro-
cedente de un cigoto obtenido por cruce entre una |l evadura normal
y una petite, era del tipo 4:0 y no 2:2 como hubiese ocurrido si |a
mutacidn petite estuviese localizada en genes nucl eares, salvo que
se debieraa la presencia simulténea dé més de una docena de rece
sivos,cosabastante improbabl edada |a alta frecuencia de mutacién

que presentan (Ephr‘ussie_ta_l, 1949 ay b).Laexis:enqia pues deun fac
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tor citoplasmético, factor rho , que condiciona la herencia de la
capacidad respiratoria, es universalmente aceptada, yaqueha si
do satisfactoriamente comprobado por Ephrussi (1953), Wright vy
L.ederberg (1957). Estos mutantes, ademés, aparecen en el trans
curso de la reproduccidén vegetativa, por lo que fueron |lamados

mutantes ''petites vegetativos!,

Sin embargo existen otros mutantes, fenotipicamente
identicos a los anteriores, descritospor Chen et al (1950), cuya
mutacién estd localizada en el ndcleo, como se desprende delase
gregacién de los cigotos, los cuales dan un 50% de ascosporas -
normales y un 50% de "petite", que han sido denominados mutan-
tes'petites segregacional es! (Sherman, 1963; Sherman vy Slonimf
ki, 1964; Rielly y Sherman, 1965). L_a mutacidén afecta a genes -
nucleares, los Ilamados alelos '"pet!, !'pets" y !"petx!, tocaliza

dos en el mapa genético en los siguientes Cromosomas, {Wickner;

I
1976): pet 9y pet 11 en el cromosoma 1l ; pets y pet 8 en el cro
mosoma Ill; pet 14 en el cromosoma |V;pet 1y pet 3 en el cromo -
soma VIll; pet 8 y petx en el cromosoma X1V; pet 17 en el cromo-

soma XV; pet 2 en el cromosoma XVil.

Se han descrito otros mutantes pet 4, pet 5, pet 6,y
pet 7 cuya localizacién en el mapa genético es dudosa,(L. eibowitz,
M, 1976).

A efectos de no complicar excesivamente la nomencla

tura, vamos a designar estos mutantesnucleares, de acuerdo con
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los sfmbolos propuestos por Sherman y Ephrussi en 1962 : P vy p
que indican, respectivamente, la existencia de los alelos nuclea
res silvestres normales o la de uno o varios alelos nucleares mu

tados.

En cuanto alos mutantes citoplasméticos que tienenal
teraciones en el factor rho o factor citoplasmético necesario pa
ra la sintesis de enzimas respiratorios se designarin como rho

. . o
los que conservan el citado factor alterado y como rho  !os que-
han perdido dicho factor, reservéndose la designacién de rho

paraaduellas celulas que conservanel factor rho inalterado.

Aunque en la realizacién de esta Memoria solo sehan
utilizado mutantes vegetativos, existen pues tres tipos de mutan—
te‘.SS

- Mutantes vegetativos : P rho 6 P rho"
- mutantes segregacionales: p r~ho+

- o
- dobles mutantes: p rho 6 p rho

Cuyas caracterfisticas han sido descritas por Shebman (1963) ,

Sherman y Slonimski (1964).

Aislamiento y caracterizacién de los mutantes rho

Para el aislamiento y caracterizacién de los mutan—

-33_




tes "petites' seempleanuna serie de métodos que aprovechanuna
© varias de las caracteristicas morfolégicas y bioqufmicas que

presentan dichas mutantes "petites'.

Entre los principales encontramos:
1) Réplica en placa en medios en los que la glucosa de la placa
matriz es sustituida por acetato, lactato, glicerol o chcinato.
En estos medios no crecen los mutantes petites,por lo due sus co
lonias pueden identificarse facilmente en lablaca matriz. Este mé
todo es especialmente Gtil para identificar un pequefio nimero de
colonias normales en una poblacién donde |as DR son mayoritarias

(Wrigth and Lederberg, 1957),

2) Diseminacién de los cultivos a ensayar en medios con lactatoy
una baja cantidad de glLICOSH como fuente de carbono; en estos me
dios los mutantes "petifes“ originan colonias muy pequefias debi-
do a la escasa disponibilidad de |a glucosa, facilmente diferencia
bles de las colonias de tamafio grande de |as levaduras normal es.

(Ephrussi y Grandchamp, 1965; Slonimski et al,1968).

3) Diseminacién en medios con glucosa y acetato sbédico, con un -
indicador que vira al alcalinizarse el medio por utilizacién del -
acetato, tras agotarse la glucosa. Como los mutantes petites no
utilizan el acetato no hacen virar el indicador (Ogur et al,1954)

a diferencia de las células suficientes respiratorias.

4) Métodos basados en el empleo de colorantes tales como rojode
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Magdala, (Nagai,1963a), que tifie fuertemente de rojo a las colo -
.nias 'petites'o laleucobasede azul de metileno (Gause et al,1957)
'que sblo tifie de azul a las colonias procedentes de células com-
Petentes respiratorias, o bien en ia adicién a cultivos en placa

de varios dias de compuestos tales como el cloruro de 2-3-5 tri

fenil tetrazolium (Ogur et al, 1957) que tifie de rojo a las colo —

Ynias originadas por célujas normales, al reducirse a formazano

que se acumula en el interior de las células, mientras que deja

blancas aquellas que proceden de mutantes petites y que son in-

‘capaces de utilizario como aceptor de electrones.

Induccidn de mutantes rho

L.os mutantes rho” aparecen esponté&neamente en los
cultivos de estirpes r*hoJr con una frecuencia que caracteriza a
la estirpe; utilizando este criterio las estirpes r*ho+ de levadu -
ras se clasifican como estables (tasa de mutacidn menor del 10%)
e inestables (tasa de mutacién mayor del 10%). No obstante, es
ta fretuencia de aparicién de Mmutantes puede ser incrementada
artificialmente hasta el 100% por accidn de agentes de distinta
naturaleza, ffsicos y quimicos, que actuan sel ectivamente sobre

el ADN mitocondrial sin afectar grandemente a los genes nuclea-

res.
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Entre los agentes flsicos destaca la radiacién ultra

violeta, el calor e incluso el frio.

L a radiacién ultravioleta a dosis apropiadas es uno
de los agentes m&s empleados para inducir la aparicién demutan
tes vegetativos debido a su gran eficacia, (Raut, 1953, 1954) -
aunque tambien aparecen los otros tipos de mutantes pero con me
nor frecuencia (Sar‘achek) 1958; Nagai et al [1961; L_achowicz et
al ,1969).

L as temperaturas més altas de las normales produ-
cen transiciones y transversiones en el ADN mitocondrial (Ycas
et al ,1956; Sherman,1957, 1958, 1959; Thomasy Wiiliamson, 1971).
Hay estirpes que son sensibles a temperaturas dein

cubacidn de 182C obteniendose hasta un 100% de mutantes defi-

cientes res piratorios (Weislogel y Butow,1970; Butow et al,1971)

Entre los mutdgenos de natural eza quimica destacan:
L.os derivados de acridina {Anaranjado de acridina, euflavina, -
rojo de acridina, etc). Actuan durante la replicacién del ADN
(Ephrussi et al ,1969), intercalandose entre las bases y produ -
ciendo asf borraduras y cambios de secuencias, (L erman, 1961,
Nagai,1963; Avers et al,1965; Arca et al,1971; Arakatsu,197é).

Son muy empleados porque a concentraciones ade-—
cuadas no afectan al ADN nuclear, actuando sélo sobre el AE.N
mitocondrial y obteniendose por tanto précticamente solo mutan—

tes rho tipicas carentes de citocromo b y a+a3 (Ephr*ussi,1953;
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Slonimski, 1953; Sionimski et al, 1958)

El bromuro de etidio, tiene igual mecanismo de accidn
.que el anteriormente descrito, pero se diferencia en que es activo
también sobre células en reposo (Slonimski_e_t__q_l_, 1968) (Radloff et
al, 1967). Actia ademds preferentemente sobre ADN supebenr'olla-
dos, siendo por ello muy eficaz cuando se emplea a bajas concen-
traciones para inducir mutaciones exclusivamente en el ADN m%toco[\_
drial(Waring, 1968)Hay quehacernotar quetratamientos prolongados
con este agente llevan al parecer a la destruccion total del factor
rho(Nagley y L innane , 1970); (Goldring et al, 1970). Aparte de los
expuestos, existe una larga serie de mutégenos, menos empleados
por su menor eficacia a la hora de inducir mutaciones rho” y entre
los que citaremos Pinacianol (Sugimura et el, 1969); 4 Nitroquinali
na l-oxido (Nagai, 1969); Auxina (Y anagishina, 1964); Dodecil sul
fato sodico (Pinto da Costa v Bacila,1973); Fluor uracilo (Arca et

al, 1971); Sales de metales pesados (Nagai et al, 1961), etc.

Naturaleza quimica del factor rho

El factor rho se define como el determinante geneético

responsable de la competencia respiratoria en levaduras.

Estudios sobre el ADN mitocondrial de los mutantes
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rho~ han puesto de manifiesto que el mismo muestra una serie
de alteraciones en sus propiedades fisicas cuando es comparado
con el existente en las células hormales (Mounolou, Jacob, Y
Slonimski, 1966; Mehrotra y Mahler, 1968; Bernardi et al 1968;
Hollemberg, Borst y VVan Bruggen, 1972); ello llevé en princi-

pio a identificar el factor rho con el ADN mitocondrial.

E! ADN mitocondrial de los mutantes rho preéen-—
ta una serﬁe de caracterlsticas entre las que destacan:
-~ Disminucién desu densidadcon respecto al normal que puéde
ponerse ponerse de manifiesto mediante centrifugaciones con
gradiente de cloruro de cesio (Carnevali, Morpurgo vy Tecce,
1968, 1969; Mounolou et al,1966)e indica un menor grado de su

perenrollamiento o ausencia del mismo.

- Menor tamafio molecular que el normal, lo que implica la exis
tencia de grandes borraduras (Michaelis,1971; Nagley vy Linnane,
1970).

~ Poseer una gran heterogeneidad intramolecutar 96% A=T ya9%
G=C estando estos Gitimos pares de bases dispuestos en regio-
nes limitadas,que son las responsables de la informacidn gené-

tica due posee dicho ADN (Prunell y Bernardi 1974), (Camev_a_
li y LLeoni 1972).

Finalmente, laobtencion de mutantesrho portratamien

to con bromuro de etidio y derivados de acridina, que actuansel ecti
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vamente sobre el ADN mitocondrial a concentraciones '‘adecuadas,
y la obtencién de mutantes r~hoO mediante tr*atamuentos prolionga -~
} dos con bromuro de etidio, en los que se demostrd la ausencia de
ADN mitocondrial (Goldring et al 1970) (Nagl ey L.innane, 1970 ),
vinieron a confirmar definitivamente que el factor rho es el ADN
mstocondmal y que aquellas células que lo poseen inaiterado tie-
nen una suficiencia respiratoria méaxima (células rho ); la a;lte—
racién del ADN mitocondrial tiene como consecuenciala aparicién

de los Ilamados mutantes rho y la pérdida del mismo origina mu-

o
tantes rho .

Bases moleculares de la mutacidn rho

Para explicaria formacién de mutantes rho Yy Su fr‘g
cuencia de aparicién se han propuesto unas hipdtesis mas o menos

satisfactorias que a continuacién se exponen:

- Clark-Waiker et al (1974) proponen la siguiente hipStesis con

dos alternativas para la formacién de mutantes rho :

En una primera etapa seoriginarfan mol éculas de ADN
circulares, mas pequefias que el genomio completo mitocondrial,
medijante excisiones de bucles y borraduras a lo que seguirfa re-

ordenaciones estructural es dentro 'y entre las moleculas de ADN
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circulares, que reducir{an enormemente |as porciones transcri-

bibles del citado ADN. .

La aparicién de céldjas rho  a partir de estos proge

nitores podrfa seguir 2 caminos:

a) un proceso pasivo qué dependerfa de la segregacién decélulas
con sblo ese tipo de moléculas circulares, las cuales no tendrfan
todas juntas la informacidn gehét‘iéé equivalente a la de un geno-
mio mitocondrial completo, |

b) un proceéo activo, dque asu vez’podr‘f,a serdebido bien a una ma-

) ,

yor velocidad de replicacién de las unidades circulares més pe-
quefias, o bien moléculas defecti\zés bpor integracién de las mis
mas en los genomios mitocondri ates‘completos, lo que darfa lugar
a hfbridos, menos estables que los mondémeros, y que darfan fa-
cilmente origen a genomios defectivos, mediante la formacién y

excisién de bucles.

Segdn los autores citados este proceso, serfa elireg
ponsable de la aparicién de los mutantes r‘ho_, pero la frecuen-
Eia con que aparecen dependerfa de factores intrinsecos pro -
pios de cada célula, tales como la estructura del ADN “mitocon-

drial, ndmero de moléculas de ADN mitocondrial por célula, etc.

De otra parte y basdndose en la menor densidad que
presenta el ADN mitocondrial de las células rho , Carnevali et al

(1968), propusieron la siguiente hipbtesis para explicar el meca

-840~



nismo de formacidn de i .o i

De una parte io 20N polimerasa normalmente tiene
la posibilidad de separars. oo iy cadena de ADN que esta copian
do y, de otra, la replicaisr aal ADN siempre comienza en el
mismo punto; la separacicn, por tanto, del enzima antes del fi-
nal de la duplicacién el 400, conducirfa a la formacién de frag
mentos de menor tameais. . . geriomio original vy todos ellos
tendrian en comin el scoiia o inicial correspondiente al punto

de iniciacién. Estos fr

% 1o poseerian la informacién ge
nética completa del geromio mitocondrial siendo incapaces de
cumplir su funcidn v deicriirando asl el caracter rho  de las

células,

&

Esto explic: necho de que 1a mutacidn siempre
conduce auna disminucid~ o i a densidad del ADNm y a un enri-
quecimiento de pares A=  abido a que la parte iynicial de la
molécula es particularmicriie ~ica en Ay en T y que la ADN po
limerasa, una vez separado de molde, continuarfa su funcién,
sintet iiando poli dAT, {Sunachiman et al 1960; Okazakiy Korn -

berg, 1964).

Finalmente 2rurnall v Bernardi (1974)de acuerdo con
el ‘mode!o b&sico que proponan para el genomio mitocondrial a
base de fragmentos diseminados de espaciadores (ricos en pa-
res A=T que no se transcriben} v genes (secuencias en |as qué

predominan los pares G C}, exptican la alta frecuencia de mu-

tacién esponténea a rho” por originarse entrecruzamientos in-




¥

ternos que excinden bucles, lo que da lugar a grandes borradut
ras y liga secuencias de nuclebtidos pertenecientes a los espa-
ciadores, originandose asl moléculas de ADN que, a més deun
menor tamafio molecular, mostrarfan una gran hetereogeneidad

intramolecular con una proporcién A=T de 96 moles por ciento,
frente a 4 por ciento de G £ C, porcentaje este Gitimo que no es
tarfa distribuido homogkeneamente a lo largo de toda la moldcula
sino localizado en regibnesv delimitadas de la misma, lo que ha-
rfa posible que el genomio mitocondrial rho” pueda [levar a&m

cierta informacién genética (Carnevali y Leoni, 1972).

Supresividad

L.as mutaciones citoplasméticas con deficiencias res

piratorias 6 mutantes rho de S. cerevisiae pueden, de acuerdo

con su comportamiento en cruces con levaduras normales, ser
clasificadas en dos categorias: rho neutr‘as‘y rho supresivas,
i
éstas Gltimas imponen su caracter rho  a los cigotos c¢on una
frecuencia que define su grado de supresividad. Por tanto eli ca
racter rho  no siempre es recesivo, a veces exciuye o suprime

+ . . .
el caracter rho tantoenlos cigotos como en la progenie haploi-

de ( Ephrussi et al,1954, 1955).
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L a capacidad SUpresiva de estos mutantes esti condi-
cionada por la alteracién del factor normal citoplasmético ( factopr

rho), es decir, es una propiedad de los mutantes rho  (Sherman y

Ephrussi, 1962), los cuales poseen un grado de supresividad que

exhibe considerable estabilidad durante | a reproduccidn vegetativa,
es pues el porcentaje de Supresividad una herencia caracterfstica
de cada estirpe, de donde se deduce que existe una eswésha cor -
rel'acién madre-hija (Ephrussi y Grandchamps, 1965),i0 quenc impi

de que puedan sufpir dichos mutantes rho mutaciones cntoplasmé

ticas que modifiquen su grado dé supresividad (Ephrussi y Grand-

champ, 1965; Rank y Person, 1969).

Asl pues, el porcentaje de cigotos que omgman colo-
nias rho  varfa con la especificidad de |a estirpe rho” empleada, y
vadesdeel 0% (rho™ neutras) hasta valores tan altos como del 99%
(rho” altamente supresivas). Las mutantes Nneutras son aquellias -
queno imponen su fenotipo en el cigoto y se han querido identificar
con mutantes que carecen de ADN mitocondrial (rho }. A favor de
ello estén los resultados obtemdos por Goldring et al (1970,b) vy
Michaelis (1971) que muestran cédmo tr*atamlentos prolongados con
bromuro de etidio inducen la produccnon de mutantes petite caren-~

tes de ADNm y de comportamiento neutro, pero, deotra parte, Yotsu-

vanagi (1962) aunque comprobd estos resyitados, encontrd ademés -

que existen otras estirpes iguaimente neutras cuyo AN mitocon-

drial sélo esté alterado (Mounolou et al, 1966; Bernardi et al,1968;
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Mehrotra y Mahler, 1968; Carnevali gt al,1969; Nagley y Linnane,
1970). |

Entre los valores extremos de supr*esividaﬁ encontra-
dos, 0% al 99%, hay grados de supresividad intermedios caﬁacte~
rfsticos de muchas estirpes r*ho—, y qQueno son debidos a la exis‘teg
cia de poblaciones mixtas gie células n‘eutr'as y supresivas sino a
estados intermedios de supresividad existentes a nivel celular —-

(Ephrussi y Grandchamp, 1962).

De lo expuesto hasta el momento se deduce claramente
que los mutantes rho aparecen como consecuenciade alteraciones
de su ADN mitocondrial y poseen un grado de supresividad carac -~
terfstico. Establecidas estas dos premisas, se intentébuscar la re
lacién existente entre ellas, (Michaelis\‘ et al, 1971):

- relacién entre la densidad del ADN mitocondrial de los mutantes
rho~ vy su grado de supresividad. Efectivamente los mutantes rho -
poseen un ADN m cuya densidad es menor que:el de las estirpessil
vestres (Mounolou et al ,1966), (Carnevali et al,1968, 69) pero no -
existe correlacidn entre este caricter y la supresividad, ya que -
hay que tener en cuenta que el ADN mitocondrial posee regiones de
distinto contenido en G= C (Bernmardi 1970), y .una borradura, se-
gln las regiones en que se origine, puede alterar el gradiente de
densidad grandemente o nada, independientemente de que la su -

presividad del mutante resultante sea mayor o menor.

- relacién entre peso molecular del ADN mitocondrial de los mutan
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tes rho y su grado de supresividad. El peso molecular del ADN
mitocondrial es menor en los mutantes petites que en las de tipo

silvestre, pero tampoco existe en este caso una correl acién con

el grado de supresividad.

- relacién entre los mutantes obtenidos con bromuro de etidio y su
grado de supresividad. Estudios comparativos de la cinética del
bromuro de etidio como inductor de mutantes rho y el arado de su
presividad de las mismas demuestiran que el tamafio del ADMN miic
condrial se reduce al incrementar el tiempo de exposicién aij muté
geno (Goldring et al,1970) pero que elio no guarda una relacién -
clara con el grado de supresividad. S la exposicidn al bromuro
de etidio es corta, la mayorfia de las células que se obtienen son
mutantes rho  con alto poder supresivo; con un tiempo de exposi-
cién intermedio la mayoria de |as células rho  son supresivas, pe
ro ya se obtienen algunas de bajo grado de supresividad; y fi -
nalmeme, con tiempos de exposicién mas largos selogra un predo

minio de mutantes neutras, presumiblemente rho .

Bases moleculares de |a supresividad

ia

Se han propuesto numerosas hipbtesis para intentar
dilucidar el mecanismo fntimo de ta supresividadque como ha que

dado dncho es la cropiedad que presentan algunas mutantes rho
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para excluir o suprimir el factor rho normal del cigoto, aportado

. + ‘ ‘ .
por las estirpes rho con las que se realiza el cruce.

Ephrussi y Gr‘aridchqmp (1965) definen la existencia
de un factor normal ( F N ) necesario para la sintesis de enzi-
mas respi raté:rios, propio de las estirpes r~ho+ y de un factor su-
presivo (F S ) aportado por las estirpes rho »ai cigoto, en donde
se establecerén relaciones de Pépr‘esién mutua entre el F N vy el
F S. L a supresividad serfa el resultado de la pérdida del faétor*
F N. La accién del F S no serfa inmediata, no afectarfala sinte-
sis de los enzimas resparatomos ni conducnrl’a a la parada inme ~
diata de su si’ntesns, sélo mter‘femrfa con |la normal rep!ncacaén -

del F N. ‘; : '

Existirla, pues, alglin tipo deinterferencia entre los
ADN mitocondrial es normal 1% mutado cuando ambos estan presen-
tes en e| cigoto. Ahora blen. ;Qué tipo de interferencia ocurre ?.
¢ Bajo qué controles estan?‘ ;'Cémo se afecta el ADN mitocondrial
normal ? . | l

Rank y Person (1969), dado que las moléculas de ADN
mitocondrial ‘mu,tado son més pequefias que las de tipo silvestre, -
proponen un modelo basado en la exi‘stencia de yna mayor veloci -
dad de replicacidn del primebo, lo que traerfa como consecuencia
la eliminacién por dilucién del ADN mitocondrial normal. Esta hi
pStesis esté de acuerdo con los resultados obtenidos por Carne -
vali et al (1969),5|oﬁimski(1968), Borst y Kroon (1969) y Nagley

y Linnane (1972)queindican que en las celul ashaploides normal es hay
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unas cincuenta unidades de ADN mitocondrial, frente a las qui -

nientas unidades existentes en los mutantes rho

s Que ademés son
de menor tamafio y, por tanto, requerirdh menor tiembo para su
‘replicacién lo que, como queda dicho, favorecerfa |a pérdida del
- ADN mitocondrial normal en el cigoto por simple dilucién, desapa
reciendo asl el fenotipo normal.

Sin embargo, Bech-Hanseny Rank (1972) observaron
que una estirpe rho se comportaba como supresiva freviie a uina

+ +
rho y como neutra frente a otra estirpe rho  diferente. Para ex

plicar este hecho propusieron la hipbtesis de que la suprééividad

o neutralidad de una estirpe rho”, viene condicionada por la exis

- ] : +
tencia o no, respectivamente, de un factor "q'l en la estirpe rho

con la que se cruza, es decir que una estirpe rho se comporta -

+ X
como neutra, cuando se cruza con estirpes rho que no contiene el

factor "q" y se comporta como supresivacuando en ellas est4 pre
sSente dicho factor "q'. Los anélisis genéticos indican que el fac-
tor Hg!! esta condicionado pPOr una mutacién recesiva en un gen nu
clear "Q'", que es el responsable del mantenimiento de un ADN mi
tocondrial competente. EI| factor "q'' interaccionarfa en el cigoto

con el factor supresivo originando un ADN mitocondrial anormal-

que tendria como consecuencia ia aparicién del fenotipo rho

Waxman (1974) también apoya ia existencia de un con-

trol nuclear sobre la expresién o no de la capacidad supresivade

una estirpe rho .
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De otra parte los resultados obtenidos por Michae-~
lis et al (1971) al estudiar la cinética del bromuro de etidio so -
bre la produccién de mutantes petites estdn de acuerdo con la hi
pStesis de Coen et al (1970), el cual propone un modelo para ex
plicar Ié supresividad en base a una més alta frecuencia de re-
combinacién entre el ADN mitocondrial mutado y normal. Asi en
el cigoto formado entre una célula r~ho+ y una rho muy sgpr‘esi—
va, el ADN mitocondrial altehado, frecuentementepuede ‘introd‘g_
cirun error en el ADN mitocondrial normal por recombinacién,
destruyendo pues la funcién del ADN del tipo salvaje. Obviamen
te cuando el cruce se realiza con una neutra que carece de ADN
mitocondrial, el cigoto no pierde el caracter normal del ADN mi
tocondrial silvestre. Sin embargo, este modelo no se considera
pr‘obable va que implica que la recombinacién tenga fugar en to-

das las unidades mitocondriales y simultdneamente.
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1. MICROORGANISMOS

Todos los ensayos y experiencias de esta memoria

se han realizado con estirpes de Saccharomyces cerevisiae cu

ya procedencia y caracterfsticas se exponen a continuacién.

1. 1. Estirpes haploides de partida de S. cerevisiae

Todas las estirpes obtenidas a lo largo de este tra

bajo proceden de estirpes haploides de S. cerevisiae amable-~

mente enviadas por el Dr. Jean E. Warfel, de la Universidad
de California, Berkel ey, procedentes de la coleccidén del Prof.

Mortimer, del citado centro cuya nomenclatura y caracteristi-

cas genéticas son:

+
X979 ~2A : g, _t__r:i_i, h_is3, rho

S856-c : 3, ade, lis), rho'

2,

1.1. 1. Estirpes derivadas de |as anteriormente citadas en el

apartado (1. 1) empleadas en la realizacidn del trabajo.

+
X-3: estirpe q, tri, , his, rho seleccionada a partir de un
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cultivo de la X979 - 2A, en razdén de su estabilidad pér'a el mar-

cador hiss. -
. s
- Sb-2: esti‘r'pe a, ade1, _I_i_§2 rho seleccionada a partir de la
; S856~-c.

; + ;
SER19 : estirpe a, adei, lis, rho seleccionada a partir de la

2
Sh-2 vy resistente a la eritromicina (5mg/ m ).

‘ + .
1 1.1.2, Estirpes haploides rho presentes en cultivos delas es~

tirgés citadas en el apartado (1.1.1).

+ ‘
Xg-5: estirpe rho seleccionada en cultivos de la X-3.
+
Sg-5: estirpe rho seleccionada en cultivos de la estirpe Sb-2.

SERg1 ... SERg25: clonos seleccionados al azar entrecolonias

de la estirpe SER19 crecidas sobre medio NGL..

Sbg-1 ... Sbg-25: clonos seleccionados al azar entre colonias

de la estirpé Sb-2 crecidas sobpe medio NGL..

+
1.1.2. 1. Estirpes haploides rho presentes en cultivos de las

estirpes citadas en el apartado (1.1, 2)
f

SERg3-1... SERg 3-20 : clonos obtenidos de una posterior sub

clonacién del clono SERg 3.
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SERg 13-1... SERg 13-20 : clonos obtenidos de la postérior sub
clonacién del clono SERg 13.

- Sbg 9-1 ... Sbg 9-20: clonos obtemdos de la postertorsubclona—

cibén de la estirpe Sb99

Sbg 22-1 ... Sbg 22-20 : clonos obtenidos por una subclonacidn
posterior del ¢lono Sbg 22,

—

- 1.1.3. Estirpes rho haploides empleadas

1.1.3.1. Obtenidas_a partir de mutantes esponténeas

Xp-1... Xp-11 : g, his tei, rho” procedentes de cultivos en fa

se estacionaria de la estirpe X -~ 3.

Sp-1... Sp-~18 : a, ade], _I~_i_§2 rho” procedentes de cultivos en

fase estacionariadela estirpe Sb-2,

SERp1 : g, _§§ﬂ£‘ , lLS.Z: rho procedente de cultivos en fa-

Se estacionaria de la estirpe SER 19.

SXp 4-14: a, _eln_i_g-:‘_‘, I_i__s_z, rho” procedente de cultivos en fasees

tacionaria de la estirpe SXg4- 14,

SXp4-19: 3, ace,, lisz, rho” procedente decul tivos en fabe es
tacionaria de la astirpe SXg4 - 19.

SbXp 1-69, Sb>mp 1-69 : 2, _t__r~_i] his3 rho” procedentes de cul

tivos en fase estecionaria de la estirpe SbXg 1-69,
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1.1.3.2. Obtenidas mediante tratamientos con anaranjado de acri

dina .

AXp-1... AXp-10: q, ’D_i_g _t_f_!I, | rho~ obtenidas por tratamien

3’
tos con el citado mutdgeno de cultivos de la estirpe X-3.

1.2. Estirpes rho haploides procedentes decruces entre estirpes

-+ -
rho vy rho

' 4 f'
1.2.1. Progenie haploide rho procedente de seis cigotos obteni
i T T T

dos en cruces entre SER 19y AXp-10

SXgl-1... SXg 1-98 ; progenie nr‘ho+ haploide procedente del ci
goto n2 1. | |

. o+
SXg 2-1... SXg 2-48 : progenie rho haploide, procedente del

cigoto n2 2.

B + )
SXg 3-1 ... SXg 3-44 : progenie rho haploide procedente del

cigoto n2 3.

SXg 4-14. SXg 4-19, SXg 4-27, SXg 4-28, SXg 4-31, SXg 4-125,
SXg 5-11, SXg 6-9, SXg 6-48, SXg 6-50 : progenie r*ho+ hapioi
de, de idéntico genotipo a la estirpe madre SER 19, obtenida de
los cigotos ndmercs 4, 5y 6 respectivamente, tras su esporulacidn

y posterior germinacién.
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_F E -
1.2.2. Progenie haploide rho procedente de un cruce entre

SXg 1-31 y AXp-10, -

+
S2Xg 1-1 ... S2Xg 1-99 : progenie rho haploide obtenidatras

la esporulacién y posterior germinacién de un cigoto procedente

de dicho cruce.

+
1.2.3. Progenie hapioide rho procedente de un cruce entre

SXg 4-31 vy AXp-10

N .
S2Xg-10 ... S2Xg-65: progenie rho haploide obtenida tras la

esporulacién y posterior germinacién de un cigoto procedente de

dicho cruce.
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2. MEDIOS DE CUL.TIVO

Todos los medios que a continuacién se detallan fue-
ron preparados y esterilizados de acuerdo con las técnicas usua

les empleadas en Microbiologfa.

2. 1. Medios de conservacidn y crecimiento

Medio NG : empleado para cultivo y conservacién de
| evaduras, corresponde al descrito por Lindegren et al (1958) y

presenta la siguiente composicién:

Sulfato magnésica .......... 1g
Fosfato monopotésico ....... 29
Sulfato ambnico ..... ... 3g
Peptona .......0c0veeevans 3.6 g
Extracto de levadura ...... 4 g
GlucoSa vovevvrnnns . 10 g
'Agua .................. 1000 ml
‘pH final 4.5

Para utilizarlo en forma sélida se afiadieron 20 g de

agar/ litro.
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Medio NL. : igual al anterior, pero con lactato s8dico

a concentracién de 20 g/litro como Gnica fuente de carbono.

- » - - - +
Ha sido utilizado para seleccionar estirpes rho 6
_ + _
para comprobar la naturaleza rho o rho de los diferentes mutan
tes ensayados, ya que las estirpes con deficiencia respiratoriano

Son capaces de utilizar el lactato como fuente de carbono.

Medio NGL. : derivado igualmente del NG pero coh glu
cosa en concentracién de 1g/litro y lactato s&dico 20 g/litro. Ha
sido empleado para la diferenciacién de células r~ho+ y pho,_ Yy pa-
ra el recuento de mezclas de ambas, de acuerdo con Iatémica des
crita i)or Slonimski et al (1968). En este medio las estirpes con
deficiencias respiratorias al utilizar exclusivamente como fuente
de carbono la pequefia cantidad de glucosa de que disponen, dan
lugar a colonias de muy pequefio tamafio, facilmet;‘)te difér‘enciables

delas normales.

2.2. Medios empleados para la esporulacién de | evaduras

Comprenden los Ilamados medios de'']pre-esporulacién®
empleados para la obtencién de una masa abundante de células en
6ptimas condiciohes fisiolégicas, y los medios de "esporulacién!
que por el contrario son medios pobres y con fuentes de carbono

dificilmente utilizables.




2.2, 1. Medio de pre-esporulacién

Medio pE : Fowell (1969), modificado con la siguien-

te composicién:

Glucosa ..........0.0..... 14
Extracto de levadura ...... i. 2.5 ¢g
Acetato potésico ............20¢9
Agua ..., e .1000 m!

Este medio demostrd ser muy eficaz, yaque, como se
ha podido comprobar en este trabajo, mediantesu empleo se |legd
a conseguir la esporulacidén del 90% como minimo, de las células

presentes.

i

2. 3. Medio de conjugacién

Se han experimentado diversos medios para la puesta
'a punto del proceso de conjugacién, habiendose elegido como més

eficaz el |lamado medio MC, cuya composicién es la siguiente:

Glucosa .....¢¢000...... B0 g
Extracto de levadura .... . 10 g
Peptona .....cevivuveens s 5g
AGUE +vverrroranas eeees.1000 mi

Este medio es el propuesto por Haefner (1965), con
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las modificaciones introducidas por Fowell (1969c), consisten -

tes en la adicién de una alta concentracién de glucosa que favo-

rece el cruce entre las razas a ya .

2.4, Medio miimo de Wickerham (1946)

En este medio sblo pueden crecer estirpes‘pr‘ototr‘ofas,
por lo que se ha empleado para la seleccién de cigotos de dicho

tipo y para la comprobacién del genotipo de las razas auxbtrofas

empleadas, mediante la adicién, en cada caso, de los nutrientes

adecuados, de acuerdo con la técnica descrita en el apartado 3.

‘Se ha utilizado el medio de Wickerham (1946) de Ia
casa Difco (Bacto Yeast Nitrogen Base w/o amino acids dehydra
ted). L.a preparacién del medio se hace disolviendo 13.4 g en
100 ml de agua destilada y esterilizando por filtracién, con lo
que se obtiene una solucidn 20 veces m4s concentrada que la que
Se necesita para el medio mihimo tal como se emplea. Se guarda
en nevera. Para medios sblidos se adiciona agar purificado Dif
co 6 BBL a concentracién de 20 g/litro. Para preparar el medio
definitivo, se suspende el agar purificado en agua destilada, se
aflade la fuente de carbono correspondiente a la concentracion
adecuada, y se esteriliza en autoclave. Posteriormente se deja
enfriar hasta 602 y se le aflade el 5% dela solucién de medio ml

nimo 20 veces concentrada. Tras breves momentos, para que se
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difunda a todo el volumen, se reparte en cajas de Petri a razdn

de 20 m!/placa. -

En el caso de medios Ifquidos se disuelve la fuente
de carbono en agua destilada y se esteriliza por filtracién o en
autoclave. En frfo se le afiade la cantidad correspondiente de

medio minimo, 20 veces més concentrada.

2.4, 1. Variantes empleadas

Medio MG : en el que la fuente de carbono es gluco-

sa a concentracién 10g/litro.

Medio MLLG: en el que |a fuente de carbono la cons-
tituyen glucosa y lactato sédico en concentracionesdelgy 20 g

por litro, respectivamente.

Medio ML. : en el que |a fuente de carbono es lacta-

to sédico a una concentracién de 20 g/litro.
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3. TECNICAS PARA LA COMPROBACION DE LLOS REQUERI -
MIENTOS NUTRITIVOS DE ESTIRPES AUXOTROFAS

3. 1. Preparacién de los medios correspondientes

El medio empleado paraeliofué el medio minimo MG
afladido de ios marcadores requeridos en cada caso en una con—

centracién final de 20 pg/mi.

De acuerdo con las caracterfsticas de |as estirpes

emplieadas en este trabajo, se emplearon los siguientes medios

MG + adenina

MG + lisina

MG + adenina + lisina
MG + triptdfano

MG + histidina

MG + tript8fano + histidina

L.os amino&cidos y adenina se disolvieron separada
menté en agua destilada a una concentpracién 100 veces mayorque
la final y se esterilizaron mediante filtracién por Millipore {po-
ros de 0.45 micras de didmetro), afadiendose al medio MG en las

propdrciones adecuadas una vez esteriiizado éste y enfriado a
60¢e,
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3.2. Comprobacién de los requerimientos nutritivos

L a comprobacién de las necesidades nutritivas de
las estirpes auxétrofas empleadas, se |levd a cabo diseminan-
do una suspensidérn de las mismas, de concentracién adecuada,
en los medios minimos descritos en el apartado anterior y ob-
servando la aparicién o no del crecimiento después delaincu-

bacién a 282C durante 72 horas.
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4, TECNICAS EMPLEADAS EN LA OBTENCION Y SELECCION
DE MUTANTES RHO ™ i

L.a mayor parte de las estirpes con deficiencias res-
piratoria rho empl eadas en este trabajo, se obtuvieron a par<
tir de mutantes esponténeas aparecidas en cultivo de las corres -
pondientes estirpes rho+,empl eando los métodos de diferenciacién y

seleccién que se describen mas adelante.

Otros se obtuvieron mediante tratamientos con ana-
ranjado de acridina que induce la aparicién de mutantes Citoplas~

méticas especfficas, por el método descrito por Gonzalez (1974).

4.1. Diferenciacién y seleccidén de estirpes rho™

Para la diferenciacién de las estirbes DF§ se han em
pleado dos técnicas distintas. Una de ellas consiste en utilizar -
como medio diferencial el NLLG, en el cual las células deficientes
respiratorias, incapaces de utilizar fuentes no fermentables de -
carbono, dan lugar a colonijas muy pedquefias cuyo crecimiento es
debidd, exclusivamente a [a escasa cantidad de glucosa presente
en el medio. Por el contrario, las células normales son capaces
de utilizar el lactato originando colonias de un tamafo mucho ma-
yor,
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Esta técnica proporciona un método facil de diferen—

ciacién entre estirpes normales y deficientes. respiratorias.

El otro método consiste en la utilizacién de cloruro
de 2,3, 5 trifenil-tetrazolio (CTT), que actda como aceptor final
de electrones de la cadena transportadora de los mismos, pasan-

do por reduccién a formazano, que es insolubley de color rojo.

Utilizado como més abajo se describe, las colonias
normales se tifien de rojo mientras que las DR, cuyacadenatrans
portadora de electrones carece de varios citocromos, permane-

cen blancas.

4.1.1. Diferenciacién por siembra en medio NLG

Se diseminé sobre cajas de Petri de medio NLG una
suspensién adecuada de las células cuyo carfcter normal o defi-
ciente se querfla probar, incubando posteriormente a 282C durante
4 dfas. Transcurrido este tiempo sedistingufan con facilidad dos

a . +
tamafios de colonias en el caso de haber mezcla de células rho y

rho , o todas peduefias en el caso de un cultivo enteramen -

te deficiente.

4,1.2. Técnica del cloruro de trifenil tetrazolio

Se basa en la reduccidén catalizada por los enzimas
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de la cadena transportadora de electrones de |a célula del 2,3
trifenil tetrazolio a formazano, compuesto insoluble de color ro-

jo que se deposita sobre las células déndole a las colonias por -

ellas formadas un tinte rosado.

El trifeniltetrazolio es téxico paralas levaduras por

lo que no es posible cultivar en su presencia. Para evitar este

~inconvéniente, se siguid la técnica de Ogur et al (1957); tas le

vaduras se incubaron primero en cajas de Petri con medio NG du
rante 4 dfas a 282. Pasado este tiempo se vertié sobre las cajas
se volvieron a incubar a 372 durante 3 horas, pasadaslas cuales
se identifican faciimente las colonias de levadura con deficimcia
respiratoria que permanecen blancas,de las de | evadura normal

Que aparecen tefiidas de rojo.

~Preparacibn del reactivo

Clorura de 2,3, 5 trifeniltetrazolio 1 g
Agar . 15g
T ampon fosfato 0.066 M pH 7 1000 ml

- Se mezclb el agar con la solucién de tampén fos

y se fundié en autoclave a 1202, 10 minutos. Una vez enfmado en
bafio de agua a 45° se le anadié el cloruro de tmfemltetrazon

se Vef"tlé sobre las cajas de Petri,
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4.1.3. Seleccidn de estirpes rho

‘Se utilizé siempre la técnica en que se emplea el me
dio diferencial NL.G. El método del CTT no se utilizé para el ais
lamiento de estirpes, yaque como sehadicho esta substancia ejér'—-
ce un efecto téxico a més de que las manipulaciones son engorro-

sas debido a la capa de agar con que se cubren las colonias.

L.a seleccidn se llevd a cabo por siembre de las colo
nias de pequefio tamafio en tubos inclinados de agar ~NG, siguien

do los métodos usuales de técnica microbiolbgica.

4.2. Comprobacidn de la deficiencia respiratoria y tipo dela mis-

ma de estirpes seleccionadas

Adn cuando los métodos de diferenciacidn empleados
son muy eficaces para distinguir las colonias de levadura con de
ficiencia respiratoria, las estirpes sel ecciohadas fueron someti-
das antes de su empleo a una serie de pruebas; al objeto de con-

firmar dicha deficiencia respiratoria asi como la naturaleza nu-

clear(estirpes p)écitoplasméticas de las mismas (estirpes rho ).

L.a deficiencia respiratoria se confirmd aplicando la
técnica del CTT, ya descrita, a las estirpes seleccionadas y ob-

servando su comportamiento en medios con lactato como dnica fuente
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que las proporciones de 100 a 0 o cifras préximas indicaron |

de carbono, donde el crecimiento debe ser nulo después de una

incubacién a 28° durante 4 dlas, tiempo més que suficiente para

que crezca una estirpe normal.

L-a naturaleza nuclear o citoplasmética de las muta
ciones seleccionadas se determiné mediante pruebas de cruce -
con una estirpe r*ho+ de signo contrario, seguidas de sel eccién
de.colonias r*ho+ diploides. L_as estirpes obtenidas se hicieron
esporular y se procedié a analizar la proporcién de ascosporas

normales y con deficiencia respiratoria. L a obtencién de pro -

porciones préximas a 50:50 indican que la estirpees p mientras

a
naturaleza citoplasmatica de la mutacién.
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5. TECNICAS DE CRUCE ENTRE L EVADURAS HAPL OIDES
Y SELECCION DE CIGOTOS PROTOTROFOS.

Como ha quedado indicado |as estirpes empleados son
heterotélicas, y cada tipo de conjugacién opuesto posee marcado-
res auxotréficos distintos, de manera que los cigotos originados
en los cruces son capaces de crecer en medio minimo, perono asf

las células haploides que no llegan a cruzarse.

En todos los casos fas técnicas seguidas han sido la
citada por Fowell (1962, a) con ligeras modificaciones, y la de mi

cromanipulacién que mas adelante se describe.

5.1. Determinacibén cualitativa de la capacidad de cruce y viabi-

lidad dé los cigotos

Be llevd a cabo depositando en la superficie de medio
MG séblido una gota de solucién salina estéril en la que se mezcl an
con ayuda del asa de platino las células "a' vy "g'' a cruzar. Una
vez seca la gota de la mezcla, se llevan las placas a la estufa de
282C y se incuban durante 3-4 dias, tiempo suficiente para obser—
var la aparicién del crecimiento que indica que ha tenido lugar el

cruce vy que los cigotos son viables,
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5.2. Cruce en medio de conjugacidén ITquido

El método descrito sélo es’dtil para comprobar si
una estirpe haploide se cruza con otraypara el aislamiento de
cigotos prototrofos. A |a hora de obtener grandes c;antidades
de cigotos 6 de realizar el Cruce en condiciones " standard n,
los cruces se llevaron a cabo en medio Ifquido mediante la si-
Quiente técnica:

L.as estirpes a cruzar se hicieron crecer durante
48 horas en medio NG sblido, obteniendose a partir de estos
cultivos suspensiones de células en solucién salina fisiolégica
de una concentracién aproximada de 107 cel/ml. LLas suspen-
siones se dejaron en reposo durante una noche a la t‘emper‘ai_u_
ra ambiente, al objeto de que las células en gemacién terminen
el proceso Después de este periodo de reposo se mezclaron
1 ml de suspensidn de la estirpe "a'" y 0.5 ml de la “cx" en tubo
con 5 ml de medio de conjugacién MC Ifquido. L a mezclase cen
trifugd durante 5 minutos a 1700 xgy se dejd en reposo a tem-
peratura ambiente a 202C durante 5 horas. Transcurrido este
tiempo, las células se lavaron dos veces por centrifugacién y
resuspensidén en solucidn salina; haciendose finalmente dilucio
nes eh solucién salina fisiolégica estéril desde 10~ -1 alo -4 y
diseminando muestras de 0.1 ml de cada dilucién en céjas de
Petri con medio MG, L as cajas de Petri como es habitual se in

-cubaron a 282C durante 4 dfas antes de su observacién.
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5.3. Técnica de micromanipul acién para cruzar |levaduras

iParte de los cruces realizados asf como de la obten
‘cién de ascosporas, se llevaron a cabo con la ayuda del micro-
manipulador L eitz (Wetzlar) Microscopio L_aboriux 2, siguiendo

fundamentaimente los siguientes pasos:

5.3. 1. Preparacién de la cdmara de cultivo

L.a cémara de cultivodelacasal.eitz, de cuarzo, tie
ne 5 mm. de altura interior y se ha utilizado previa esteriliza ~
cién con luz U.V., a modo de ''camara hdmeda'" (gota en suspen-
sién). Los cubreobjetos de 35x 30 milfmetros, en donde se en-
cuentra el medio de cultivo y la suspensién delevaduras, se pe-
gan por su ¢ara inferior a las tiras de cristal de la cémara con
‘aceite de vdselina para impedir posibles desprendimientos duran-

te el trabajo.

5. 3.2. Obtencidén de las microagujas

L_as microagujas de punta recta se obtienen a partir
de capilares normalizados de cristal de aproximadamente 1 mmde

didmetro exterior, utilizando el aparato formador de agujasde la
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casa l.eitz, de Du Bois.

Sin embargo para la realizacién de este trabajo es
necesamo que dichas microagujas tengan la punta cuhva, va que

Se aproximan ala suSpens:én de levaduras desde abaJO' ello se

consigue medlante un mlcr‘omecher‘o consistente en un mechero

Bunsen en el cual se ha sust,ituidoy el tubo de la ffama -

por una aguja de inyecciones cortada y rectificada que se adap -

ta al mechero mediante un trozo corto de tuberla flexibl e,

5.3.3. Cruce de estirpes haploides

Sobre el cubreobjetos antes descrito, secolocauna

pelfcula muy fina de agar purificado, sin otros nutrientes, la

cual no permite el crecimiento de células haploides auxbtrofas.
En los bordes opuestos de | a pellcula Se ponencon el asa de pla
tino dos finas bandas de las suspensiones de células a cruzar,

que previamente han estado una noche en reposo para Que deJen

de gemar.

Una vez colocadas |as dos suspensiones sobrela pe

iITcula de agar, se dejan durante 3horas, conobjeto de que pue~

da difundir el factor sexual de las células %, que se produce du -
rante la conjugacién al estarpresenteslascélulas tipo Nan, ge

ha visto que sin este tiempo de espera la eficacia de la conjuga
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cién, cuando se produce, es mugcho menor.

Pasado este tiempo se procede a la unién fisica cé-~
lula a célula de las estirpes a cruzar, mediante la microaguja y
utilizando para su espaciado y localizacién las coordenadas de

la platina del microscopio.

Como norma general se suelen hacerde5a 6 cruces
en cada cubreobjetos con idea de que no se mezclen las colonias

a que darén lugar los cigotos que se formen.

En el esquema |, se representa graficamentela co-
locacién del cubreobjetas sobre la cdmarade cultivo y de las es

tirpes en el agar.

Una vez efectuados los cruces, lapellfcula de agar
se desprende cuidadosamente del cubre objetosy se deposita so~
bre la superficie de una caja de Petri con medio MG, queposte~

rformente se incuba en las condiciones ordinarias.

l_as colonias que crecen se pasan a medio preespo -
rulante pE durante 72 haras a 28°C y con agitacién constante, pa
raobtener masa de células diploides. El cultivo se centrifuga a
2. 600 g durante 5 minytos y el sedimento se resuspende y diluye
en medio esporulante Ifquido E, incubandolo durante 6-7 dfas a
28°C y con. agitacién contlnua. Transcurrido este tiempo se ob-
servan al microscopio los cultivos que han esporulado, desecha_r_w_

do aquellos que no lo hacen por proceder de cigotos rho .
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En la esporulacién |as células diploides dan por lo

general ascas con 4 ascosporas, Que son las que interesan en

este trabajo para determinar la ‘segregacién del caracter en es

tudio.

5.3.4. Diseccién de ascas

L as ascas recogidas tras la esporulacién de los ci
gotos, se resuspenden en tampén citrato fosfato pH 7 y 0.02 M,
y despues de ahadir pronasa a (a suspensién hasta una concen~
tracién de 5 mg/ml, ésta se incuba durante una noche con el -

fin de que el enzima debilite |a pared de las ascas.

L a diseccién serealiza ayudandose de la microagu-
ja curva, separando asf las 4 ascosporas de cada asca y alinean
dolas en filas de cuatro sobre la pelfcula de agar, a distancias
aproximadamente iguales, segln muestra el esquema 2 y proce
diendo posteriormente igual que en la obtencién de ci\:gotos pero

disponiendo en este caso la pelfcula de agar sobre un medio com

pl eto.
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6. DETERMINACION DEL & CENTAGE DE CELLULAS RHO™

B +
EN CUL.TIVOS ESTACIONARIOS DE ESTIRPES RHO

El porcentale de cdlulas rho | en cuitives estaciona-—
4.

rio

Ui

e egtisoes oy BTN s 1 g s determinae la es—

tabilidad Ge lag raras TR L ey

aoahy as

distintas soguer e e 0 G N g mwndies afecinae las

Correciones opGriunags e ol & supresividad de las es
tirpes rho™ emni caca.: W E e este capliulo),

En todos 1os casos se pariid de cultivos de 48 horas '

ny

de levadura en medio MG, apartir de los cuales se preparapron
K w

suspensiones con Z.000 - 3.000 calulas/ml en solucidn salina me

diants {as gilygrios e ey acian

spensiones madres, cuyas
concentraciones en células se «aleul aron por recuento en céma-

ra de Thomas, i sorceniaie de cbiytas rho de las oitadas SUS~—

P

pensiones se

-1 mi de las

Mismas en Cajss e Petri cor medio MNILG vy contands, despuds de

fa incuba

aparecidas y

ferencliables como se

ha dicho por su mence tamano.

w w W
Aunque con menor frecy encia, también sehaemplea-

do para la determinacién dei porcentaje de celul as rho , el mé
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todo del cloruro trifeniltetrazolio. En este Gltimo caso las mues
tras se diseminaron en medip MG, procediendose después seglin

la técnica descrita.

En los dos casos, los recuentos se efectuaron con

ayuda de un contador de colonias Gallenkamp XC-300.

Una vez efectuado el recuento, el porcentaje de cé-

lutas deficientes respiratorias se calcula:

ne colonias rho
% rho = x 100
ne total colonias
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7. DETERMINACION DE LA FRECUENC A
PONTANEA

MUTACION ES -

Se lievd a cabe de acuerde con ia téonica de Ogur et

al {1959). Estos autores har wed dn e B I
uno de mutantes

de una sstiroes o ee o

Que nc pueda ser utilizada por Fermentacion, es sdmericamente -

igual a la frecuencia de mutacidr detamisma !

35 rho pro

ducidas por célulay por divisidni

L.a técnica es como sfgue: matraces Erienmsyer de

100 m! con 30 mi de medio N seinoculancon 9. 1 ml de un cultivo

de 24 horas de 13 levadura rho e mecio N, |

-4 R fe

maltraces se in
cuban durante 40 horas a 289C con agitacién continua v al cabo de

. . . -5 <]
este tiempo el cultivo se diluye (10 - 10 7} hasta una concentra

cidén de 2.000 .. 2. 000 Célu_ia‘ss/r‘n! VoS0 nroceds

> 2 determinariapro
porcidén de células rho bien por siembra en medio NLL.Go bien por
por el método del cloruro de trifenii tetravoiio mediante (a técni-

Ca vya descrita.
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8. DETERMINACION DE L A SUPRESIVIDAD DE LLAS ESTIR-
PES RHO

Se ha seguido el método propuesto por Shermany
Ephrussi(1962)eﬁ el que el valor delasuprésividad dela estirpe -
rho  se expresa por un indice, S, derivado de la siguientefépr-

mul a:

‘ X =Y
S%h =
1 ~-VY
donde X es el tanto por uno dé los cigotos rho que resultan de
‘ + N
un cruce (rho por rho ) e¥Y es el tantoporuno de mutantes rho~

+
presentes en cultivos en fase estacionaria de |la estirpe rho .

El valor de Y se calculd por la técnica descrita en

el apartado 6.

Para calcular el valor de X se efectud en cada caso
e cruce (r‘ho+ por rho ) oportuno, mediante las técnicas descri
tas y a continuacién se determind la proporcién de cigotos rho
bién por siembra en medio MG seguida de tratamiento con CTT,
segdn la técnica descrita para la determinacidén del porcentajede
células r‘ho_(DR)en cultivos estacionarios de una estirpe r-ho+ o

bién por siembra en medio ML G.
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9. ESPORUL ACION DE ESTIRPES DIDLOIDES v OBTEN! CION
Y SELECCION DE ASCOSPORAS ™

Se ha seguido la técnica de Roussaay Y %~§a?vorsoﬂ

{1969) que comprende tas siguientag

9. 1. Esporutlacién

L alevadura diploide Objeto dé eea

282C en medio de preesporul acién i fquido, pi&, durante 72 horas
en agitacién, con el fin de obtener masa de células. El cultivo ss

somete a centrifugacidn a 2000 xg durarie &

WLos, e condi-
ciones de esterilidad, y el sedimento se resuspende y diluye en
medio esporulante Ifquido E, hasta una concentracidn de 107
108 cel/ml Yy Se reparte en matraces Erlenmeyer de 250 mi, ara
z6n de 75 ml de medio en cada matraz. | os matraces se incuban
durante 6 7 dias a 289C en ag;tauon (,C"‘""‘bu {140 rev. /min.).

Transcurrido este tiempo se puede observar af microscopio que
més del 90% de ias células han esporuiado, danhdo lugar a ascas
con 4 ascosporas la mayorfa, aln cuando también se observan de
2 y 3 ascosporas. El cultivo esporulado se recoge porcentrifu-

gacién a 2. 600 xc durante 5 minutos.
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9.2. Rotura de las ascas y obtencidén de las ascosporas

L.as células recogidas en el proceso anterior se re
suspenden en tampén citrato-fosfato pH 7, O. 02M, auna concen

9 10 ~
- 10 " cel/ml; se aflade pronasa hasta una con-

tracién de 10
centracién de 5 mg/ml y la suspensién se incuba duranteunano-
che a 282C para que ‘el enziyma, pueda actuar sobre la pared del
asca. Terminada la incubacién se aflade Tween 80hastauna con
centracién 'del 1% para facilitar tadispersién delas ascosporas
liberadas y, finalmente se completa la ruptura de las cubiertas
en una prensa fhancesa, forZando el paso dela suspensién a tra
vés de un orificio de 1000 pmz a una presién de 7.000 kg/cm2 y

manteniendo un flujo de 20 ~ 25 ml/min.

L. a suspensién obtenida después del tratamiento se
deja en reposo durante unos minutos, a fin deque sedimenten las
ascas no rotas y células no esporuladas, quedando en la fase in
termedia |as ascoporas libres y en la superior las cubiertas va

cias de las mismas.

Todas estas manipulaciones han de hacerse en con-

diciones que aseguren la esterilidad de la suspensién.

9. 3. Seleccidn de estirpes haploides apartirdelas ascosporas

L_a suspensién de ascosporas obtenida tras los tra-
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tamientos arriba indicados, se diluye converientements en solu-

cibén salina fisiolégica y se disemina sobre cajas de BPerpi s COn

el medio adecuado para cada experiencia; ias siacas se Incuben

a 28°C durante 3-4 dfas, tiempo suficienis o

P s

FSE S EET S e e e i
g LS A areZCaty -

las colonias fruto de la germinacidn de ias asCosporas, coionias

que por el procedimienio ordinario se trasiadan a tubos con me -

dio agar -NG.

Como norma, se sei ecgionars tas e

Ao intermedio, ya que las de menor tamanc

e I S

a estirpes rho y las més grandes proceden de ascas o células ..

diploides residuales.

P
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10. COMPROBAGION DEL CARACTER HAPLOIDE O DIPLOIDE
DE UNA ESTIRPE "

L.a técnica seguidgi para comprobar la haploidfa o di-
ploidla de una estirpe ha sido someteria al proceso de esporula-
cidn, des;rito en el‘ apartada 9.1, Si transcurrido el tiempo ne-
cesarip después de pohet;- las células en medio esporulante no se

observa esporulacidn de las mismas con formacién de ascas, se

considera que dicha estirpe éE‘P haploide.

E§m este tr‘éb)éjd }éé‘lo ha sido necesario comprobar el
caracter hagl‘oide;c’) aiplpide en estirpes r*ho+ lo que ha facilitado
grandemente él tnabajp,"ya“t.;q\e por este métodono se puede cono-
cer dicho cardcter en célujas deficientes respiratorias, debido
a la incapacidad que presentam este tipo de células para esporu-

lar.
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11. CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS ESTIRPES HAPLOIDES
DE S. CEREVIS|IAE

A fin de conocer |a d|nam|ca del crecnmlento de algu-
nas estirpes empleadas en este tr-abajo, se obtuvo la curva de cre

cimiento de las mismas en medio ITquido NG.

L.a técnica seguida se describe a continuacién:

Para poder realizah una curva patrén de crecimiento
de forma que se repitan las mismas condiciones de cultivo, es ne-
cesario que la inoculacién inicial sea practicamente igual en cada
Caso; para ello se normalizé el indculo de partida de la siguiente
forma:

Se parti6 siempre de cultivos de 48 h. de la estirpe a
ensayar, con los que se inocularon tubos con 5 ml demedioNG IT -
qundo, que se mantuvieron en agitacién durante 24 h (caso de r~ho )
6 48 h (CaSO de estirpes rho )a 282Ctiempo en que se al canzal afase
de crecimiento estacionario.

A partir de estos cultivos, se tomardn muestras de0. 3
ml con lo que se inocularon matraces Erlenmeyer de 100 ml conte—
niendo 20 ml de medio NG. El crecimiento se siguié mediante law
determinacién periédica de la absorbancia a 650 nm. Para facili~

tar {as determinaciones, los matraces empleados poseflan en |a ba
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se una tubuladura lateral que permitia ia | ectura directa de lta
absorbancia en Spectronic - 20 sin necesidad de destapar el ma

traz.
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS







1. ESTUDIOS SOBRE ESTABILIDAD RESPIRATORIA ¥ RE -
SISTENCIA A LA SUPRESIVIDAD DE ESTIRPES HAPLOI
DES DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. 1. Experiencias previas .

Consistieron en determinar fa estabilidad respira-
toria de las estirpes originales de que se disponia en nuestro Ia
boratorio y en confi rmar la existencia o no de una relacidn en-
tre la misma y sy resistencia a la Supresividad frente a distin-
tos mutantes rho esponténeos o inducidas por tratamientos con
mutdgenos. Como se infiere de los resultados que se exponen a
continuacidn, de las tres estirpes originales, las dos "al' mos—
traron una marcada inestabilidad, mientras que la estirpe 1"
demostrd poseer una gran estabilidad respiratoria. Igualmente
se pudo establecer en principio, que las estirpes con alto gra-

do de estabilidad muestran una marcada resistenciaa la Supre-

sividad de mutantes rho

1.2. Estabijlidad respiratoria de las estirpes de S. cerevisiae

original es
—_—=lales

Como se indica en el apartado oportuno, las estjr-
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pes de partida empleadas a lo largo de este trabajo, fueron la

Sb-2, SER-19 y X-3, las dos primeras con ur genotipo a, ade
+

1 2
I__ifz, r~ho+ y la tercera g,_tr_ivh___i_sz rho

.L.a estabilidad se determind estudiando tanto la fre
cuencia de mutacién a rho  como el porcentaje de células rho
en cultivos en fase estacionéria, sobre medios con glucosa co-
mo fuente de carbono, de acuerdo con las técnicas descritas an

el capltulo anterior.

L.os resultados se exponen en la tabla 1, y demues
tran que las estinpes Sb-2y SERI9 son inestables , mientras

'

que la X~3 por el contrario, presenta un alto grado de estabj —

lidad.

Tabla 1. - Frecuencia de mutacién arho y porcentaje de mutan
tes rho  en cultivos en fase estacionaria, de las es—

tirpes originales empleadas en este trabajo.

Tasa de mu- Células rho
Estirpes tacién a rho en cultivos en
pe (x 102) fase estacio -
naria ( %)
‘ + +
SERI19 6.4 - 0,17 16.1 - 0,15
+ +
Sb-2 5.2 -0.10 16.7 - 0.32
+ +
X-3 : 1 - 0.08 1.5 - 0.20

¥ L.os resultados son la media de 10 experiencias
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1. 3. Estabilidad de clonos seleccionadas al azar, a partir delas

estirpes SER19 v Sb-2 -

Los resultados obtenidos en la experiencia anterior
en relacién con las estirpes SERI19 y Sb-2, iﬁdican como ha que-
dado expuesto, que las cftadas estirpes son inestables desde el
punto de vista respiratorio; esta |nestab|l|dad no obstante, puea-
de ser una constante fisioldégica de las estlrpes 6 el resultade w

dio de la estabilidad respiratoria de cada uno de los individuos

que componen la poblacidn.

1.3.1. Al objeto de comprobar este extremo, se realizaron

una serie de experiencias en las qQue a partir de cultivos en fase
estacionaria sobre medio NG, de las estirpes SERI9y Sb-Z, por
diseminacién de los mismos en placas de NGL_, se aislaron al azar
en cada caso 25 clonos, cuyo fenotipo r‘ho+ se determind compro-
bando su capacidad para crecer en medio NLL. L_os clonos proce-
dentes de la estirpe SER 19 se designaron como SERgl, SERg2.
SERg25, y los de la estirpe Sp.2 como Sbgl, Sbg2.. .Sbg2s.
El grado de estabilidad resbiratoria de cada uno de
ellos se comprobd en este caso defepm;nando solamente el por-

centaje de células rho presentes en cultivos en fase estacionaria.
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L os resultados obtenidos para las estirpes SERI19 vy
Sb-2, junto con la media y la dispersidén de los mismos, se expo-

nen respectivamente eh las tablas 2 y 3.

Tabla 2. - Variabilidad del grado de estabilidad respiratoria de

clonos seleccionados al azar, a partir de la estirpe

SER19. %

Cionos Células rho (%) Clonos  Células rho~ {%)
SERg 1 25.7 SERg 15 38. 4
SERg 2 19 SERg 16 16.9
SERg 3 13.7 SERg 17 19. 1
SERg 4 25 SERg 18 37.7
SERg 5 20. 2 SERg 19 25.3
SERg 6 19.8 SERg 20 19.4
SERg 7 34.6 SERg 21 29.7
SERg 8 22,2 SERg 22 2{9.4
SERg 9 21.0 SERg 23 27.1
SERg 10 18.5 SERg 24 24.8
" SERg 11 32.2 SERg 25 23.7
SERg 12 30.5 —

SERg 13 51.2 Y 26.7 £ 1.76
SERg 14 41,7 G- 8. 62

% Porcentaje de células rho de la estirpe SER 19 %:16, 1
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Tabla 3. - Variabilidad del grado de estabilidad 'r*espiﬁatobia de

clonos seleccionados al azar a partir de la estirpe

Sb-2. *
Clonos Células rho (%) Clonos k’Cé!ulas rho” (%)
Sbg 1 1.5 Sbg 15 141
‘ Sbg 2 18. 3 'Sbg 16  30.2
Sbg 3 37.9 Sbg 17 T 1t.e
Sbg 4 29. 6 Sbg 18 s
‘ Sbg 5 17.8 Sbg 19 24
Sbg 6 16  Sbg 20 13.5
Sbg 7 16. 1 | Sbg 21 16.7
‘ Sbg 8 32.8 ‘Sbg 22 3 ‘
| Sbg 9 46.8 Sbg 23 14.3
Sbg 10 22. 1 Sbg 24 15.8
Sbg 11 1.8 Sbg 25 14.4
Sbg 12 12,6 ' ' '
Sbg 13 11.9 X ‘ 19.38 £ 2
Sbg 14 17.1 o 10. 04

% Porcentaje de células rho” de la estirpe Sb-2 : 16. 7

Como puede observarse todos los clonos aislados a -

partir de las dos estirpes estudiadas fueron también inestables
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desde el punto de vista respiratorio. Solamente en un caso, clo-
no Sbg 22, se encontraron valores de porcentaje demutantes rho
préximos a los de una estirpe estable del tipo de X-3 estudiada an
teriormente,

lgualmente salta a la vista que el grado de estabilidad
de los distintos clonos bresmtan en ambos casos una gran disper-
sién, como lo indica el hecho de que la varianza representa el -
51.8% de la media en el caso de la Sb-2 y el 32.28% en el caso
de SER19. Esto indica en principio, que la inestabilidad de |as
estirpes estudiadas es la reéultame de la inestabilidad de cada
uno de los individuos_ que componen la poblacién, aunque no deja
de ser sorprendente que en el caso de ta SER 19 el porcentajé me
dio de mutantes rﬁo— ’de los clonos estudiados sea notablemente su

perior al que muestra la citada estirpe.

1.3.2. Como ampliacién de las experiencias anteriores y al obje
to de comprobar si el grado de estabilidad r‘espir‘ator‘iade!osclp_
nos estudiados es, como en el caso de las estirpes de par'tida, re
sultante del que muestran los indjviduos que los integran, se re-
pitieron las experiencias anteriores con dos clonos procedentes
de las estirpes Sb-2 y dos de la SER 19 que, en cada caso fueron
los que habfan mostrado el minjmo v el méximo de estabilidad. En

estas experiencias se sel eccionaron 20 clonos de cada cultivo.

Los resultados obtenidos paralos clonos Sbg 9, Sbg22,
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SERg3y SERg 13,

junto con la media y la dispersidn de los mis

MoS, Se expone respectivamente en las tablas 4, 5, 6y 7.

Tabla 4.~ Variabilidad del grado de estabilidad respiratoria de
clonos seleccionados al azar a'partir* del clono Sbg 9%

Clonos Células rho~ (%) Clonos Células rho” (%)

Sbg 9-1 44 Sbg 9-14 39. 46

Sbg 9-2 39. 65 Sbg 9-15 57: 1

Sbg 9-3 35.5 Sbg 9-16 39.5

Sbg 9-4 40.19 Sbg 9-17 43

Sbg 9-5 50.3 Sbg 9-18 45.95

Sbg 9-6 31.73 Sbg 9-19 37.5

Sbg 9-7 39.2 Sbg 9-20 47,2

Sbg 9-8 38.5 |

Sbg 9-9 49.7 X 3.79 L 0.34

Sbg 9-10 50. 12

Sbg 9-11 45. 48 o 1.52

Sbg 9-12 57.2

Sbg 9-13 38. 4

% Porcentaje de células rho” del clono Sbg 9 : 46.8
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Tabla 5. - Variabilidad del grado de estabilidad respiratoria de

clonos seleccionados al azar a partir del clono Sbg 22

*

.34

Clonos ~Células rho (%) Clonos Células rho (%)
Sbg 22-1 2.16 Sbg 22-13 5.3

Sbg 22-2 5.4 Sbg 22-14 4, 38
Shg 22-3 4.9 Sbg 22-15 6.8

Sbg 22-4 5.3 Sbg 22-16 2. 68
Sbg 22-5 2. 38 Sbg 22-17 3.68
Sbg 22-6 2.9 Sbg 22-18 4.9

Sbg 22-7 2.75 Sbg 22-19 2.2

Sbg 22-8 6.5 Sbg 22-20 4,3

Sbg 22-9 1.26

Sbg 22-10 2.78 y .70t o
Sbg 22-11 2.2

Sbg 22-12 3 o 1.52

% Porcentaje de células rho” del clono Sbg 22 : 3. 15
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Tabla 6. - VVariabilidad del grado de estabilidad respiratoria

de clonos seleccionados al azar, a partir del clo-

no SERg 3 * :
Cilonos Células rho~ (%) Clonos Células rhoﬁ (%)
SERg 3-1 24.8 SERg 3-13 48. 4
SERg 3-2 32.1 SERg 3-14 31.4
SERg 3-3 43.2 SERg 3-15 49.1
SERg 3-4 29.6 SERg 3-16  55.9
SERg 3-5 40 SERg 3-17 31.6
SERg 3-6 47.3 SERg 3-18 45.8
SERg 3-7 38.9 SERg 3-19  46.8
SERg 3-8 30. 1 SERg 3-20 50. 48
SERg 3-9 45,2 -
SERg 3-10 52. 4 X 41.9
SERg 3-11 44. 9 - . 48'
SERg 4-12 50. 3

% Porcentaje de células rho~ del ciono SERg 3: 13.7
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Tabla 7, - Variabilidad del grado de estabilidad respiratoria

de clonos seleccionados al azar, a partir del clo

no SERg 13

Clonos Células rho (%) Clonos Células rho (%)
SERg 13-1 35.3 SERg 13-13 34

SERg 13-2 45, 6 SERg 13-14 50

SERg 13-3 47,2 SERg 13-15 42. 6
SERg 13-4 39.5 SERg 13-16 39

SERg 13-5 51.6 SERg 13-17 55

SERg 13-6 46.3 SERg 13-18 29.9
SERg 13-7 54.2 SERg 13-19 31.6
SERg 13-8 40,8 SERg 13-20 36. 1
SERg 13-9 44, 2

SERg 13-10 45,7 o 43.73% 1. 76
SERg 13-11 53

SERg 13-12 50.8 o 7. 48

% Porcentaje de células rho del clono SER 13 : 51.2
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1.4, Estabilidad respiratoriay resistencia a la supresividad

Como queda indicado, en esta etapa previa se traté
de establecer sij realmente existe una relacidn entreel grado de
estabilidad respiratoria de las estirpes r~ho+ haploides de S. ce-
revisiaey su resistencia a la Supresividad. A tal fin fué nece«
sario, en primer fugar, obtener est|r~pes rho supresivas dem»

. + .
vadas de las estirpes rho originales.

Dado el alto porcentaje de mutantes esponténeas pre
sentes en ios cultivos de |a estirpeSb-2, todas las estirpes rho
dela serie "a se obtuvieron por seleccidén de aquellas, desig-

nandose como Sp-1, Sp-~-2, ...

Por lo que respecta a las estirpes rho  de la serie
"a'', parte se obtuvieron por seleccién entre los escasos mu -
tantes esponténeos presentes en los cultivos de ta estirpe X-3
y fueron designados como Xp-1, Xp-2,... Xp=-11 y parte se ob
tuvieron previa induccién, mediante tratamientos con anaranja-

do de acridina (AXp-1, Axp-2, ... AXp-10).

De todas estas estirpes, una vez comprobada su su
presividad, solamente se han utilizado de manera continuada en
este trahajo, las Xp-4, Xp-6, Xp=9, Xp~11y AXp-10 de la se-
rie Mo y las Sp-5, Sp-15, Sp- 17, y Sp-~18 de la serie "al', ya
que Ias restantes o bien carecieron en absoluto de capacidad

supresiva siendo ldentlcas, por tanto, en este aspecto, a par.
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te de ias utilizadas como se podré observar a continuacién, obien

mostraron una supresividad menor que la de-las estirpes citadas.

Disponibles ya dichas estirpes rho , se determind en

primer lugar la supresividad de |las mismas frente a |as estirpes
+ . . ‘

rho originales y los clonos derivados de éstas, y cuyo grado de

estabilidad se ha descrito en los apartados amer*ior-es.’

1.4. 1. Supresjvidad de diversas estirpes rho frente a las estir-

+
pes rho originales

Se determind pdr la técnica descrita en el apartado
( 8 ) del capltulo énter‘ior*; los resultados obtenidos, expresados
como S%, se exponen en la tabla 8.

Cqmo puede observarse de las estirpes rho  inclui-~
das en dicha tabla, sélo mostraron capacidad supresiva las Xp-4
y AXp-10, en especial ésta Gltima; las restantes, siguiendo el cri
terio adoptado por todos los investigadores que trabajan sobre el
tema, deben ser consideradas como "'neutras", al ser S% inferior
a 10.

Para no complicar innecesariamente la tabla solo se
han incluido dos estirpes supresivas y dos estirpes neutras de |a
serie a, y cuatro neutras de la serie a. L.as restantes estirpes-
rho” aisladas o bien mostraron ser neutrasouna supresividadme

nor que la de las dos estirpes incluidas. Hay que insistir, sin em
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Tabla 8. - Grado de supresividad mostrado por diversas estirpes

rho” en cruces con las est{rpes Sb-2, SER19 y X-3,

Estirpes rho Estirpes rho s%
Sb-2 Xp-b 2.3
Sb-2 Sp-9 0.4
Sb-2 Xp-11 2.1
Sb-2 AXp=10 59.9
SER 19 Xp-4 53.4
SER 19 Xp-9 0.12
SER 19 Xp=11 1.9
SER 19 AXp-10 51.3
X-3 Sp-5 4
X-~-3 Sp-15 2
X -3 Sp-17 3
>é—3 Sp-18 0

bargo, que a pesar de haber aisl|ado un gran ndmero de estirpes

rho” de la serie a (Sp), en ningin caso pudo demostrarse supre

sividad alguna frente a la estirpe X~3.
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Tabla 9. - Resistencia a la supresividad de la estirpe AXp-~10 de

clonos r~h0+ derivados de |a estir-pé Sb2 ik
Clonos % R** Clonos ) R**
Sbg 1 39.6 Sbg 15 36.7
Sbg 2 34.2 Sbg 16 63
Sbg 3 . 37,9 Sbg 17  37.8
Sbg 4 79,7 Sbg 18 30.5
Sbg 5 . 36.5 | Sbg 19 44, 9
Sbg 6 - 46.7 Sbg 20 38.3
Sbg 7 ‘ 37.6 Sbg 21 40.6
Sbg 8 54,2 Shbhg 22 81.1
Sbg 9 77. 4 Sbg 23 37.5
Sbg 10 40.9 Sbg 24 37.7
Sbg 11 38. 1 Sbg 25 36, 6
Sbg 12 38.8
Sbg 13 32.3 X
Sbg 14 48. 3 O

%% % R =100- %S de AXp-10
X % RSb2 : 40,1
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Tabla 10. - Resistencia a |la supresividad de la estirpe AXp-10

+
de clonos rho derivados de |a estirpe SER 19 *

Clonos %R** Clonos %R**
SERg 1 58. 42 SERg 15 76.7
SERg 2 50.75 SERg 16 88
SERg 3 66. 52 SERg 17 57.3
SERg 4 53 SERg 18 84, 1
SERg 5 50. 63 SERg 19 52.8
SERg 6 51.75 SERg 20 53.3
SERg 7 63. 3 SERg 21 55. 1
SERg 8 47.8 SERg 22 60 1
SERg 9 62. 4 SERg 23 91.3
SERg 10 61.8 SERg 24 68. 3
SERg 11 64.7 SERg 25 42.9
SERg 12 59.5

SERg 13 31.4 X 60.53 © 2,72
SERg 14 76.7 G 13. 62

% %R =100 - %S de AXp-10
¥ TRSER 19 :48.7

-101-



Tabla 11. - Resistencia a la supresividad de la estirpe AXp~10

de clonos r*ho+ derivados de ta estirpe Sbhg-22 *

Clonos % R** Clonos %R**
T
Sbg 22-1 92.83 Sbg 22-12 $7.12
Sbg 2242 95.6 Sbg 22-13 94,83
Sbg 22-3 90. 4 Sbg 22-14 93. 11
Sbg 22-4 100 Sbg 22-15 96. 75
Sbg 22-5 95.3 Sbg 22. 16 97. 4
Sbg 22-6 94.75 Sbg 22. 17 96. 69
Sbg 22-7 98. 72 Sbhg 22. 18 98.8
Sbg 22-8 100 Sbg 22. 19 95.3
Sbg 22-9 93. 43 Sbg 22. 20 90. 6
Sbg 22-10 93. 63
Sbg 22-11 95. 4 X 93
G 2

% % R =100 - %S de AXp-10
¥ % RSbg-22:81.1 ; 9 rho : 3.15
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Tabla 12. - Resistencia a la supresividad de | a estirpe AXp-10

de clonos rho  derivados de la estirpe SERg 13 *
ClOﬂOé %R** Clonos %R**
|
‘ SERg 13-1 46. 4 SERg 13-13 33.2
i SERg 13-2 62. 9 SERg 13-14 55. 6
; SERg 13-3 58. 7 SERg 13-15 48.15
SERg 13-4 35.9 SERg 13-16 42.5
SERg 13-5 70. 5 SERg 13-17 56. 5
SERg 13-6 49, 2 SERg 13-18 46.8
SERg 13-7 64. 2 SERg 13-19 53
SERg 13-8 37 SERg 13-20 65. 26
SERg 13-9 86. 2
SERg 13-10 52.4 x 54.32 7 2. 91
SERg 13-11 68. 7 G 13.01
53. 26

SERG 13-12

Hk HR =100 ~ %S de AXp-10

¥ BRSERg 13:31.4




Tabla 13. - Resistencia a la supresividad de la estirpe AXp-10

de clonos derivados de la estir‘pe’Sbg 9 *
Clonos %R** Clonos 7 R**
Sbg 9-1 78. 22 Sbg 9-13 37,7
Sbg 9-2 66.5 Sbg 9-14 71.62
Sbg 9-3 72.1 Sbg 9-15 100
Sbg 9-4 56. 1 Sbg 9-16  83.31
Sbg 9-5 61.2 | Sbg 9-17 43
Sbg 9-6 22.7 Sbg 9-18 45,95
Shbg 9-7 85.53 Sbg 9-19 37.5
Sbg 9-8 71.1 Sbg 9-20 79. 4
Sbg 9-10 94. 2
Sbg 9-11 47.7 X 76. 14 - 5
Sbg 9-12 57.2 G 22.58

¥ %R : 100 - %S de AXp-10

& HRSbg 9 :77.4

~104-



1.4.2. Resistencia a ia Supresividad de la estirpe AXp-10 de

clonos rho derivados de |as estirpes Sb-2 y SER 19

En la experiencia anterior se ha puesto de mamfies
to como las estirpes Xp-4 y AXp-

10 son supresivas para las es
+
tirpes rho , Sb-

2y SER 19, al objeto de comprobar si su grado
de supresividad es un caracter fijo de las mismas o si por el con

+
trario varfa con el tipo de estirpes rho frente a las que se cru

2an, se proyectaron una serie de experiencias en |as que Ia es~

tirpe A><p—10 se cruzé primeramente con los clonos de las se -
ries Sbg y SERg y posteriormente, con la semeSngZySERng
estas Gltimas derivadas respectivamente, como ha quedado ex -

puesto de un clono relativamente estable y de otro inestable.

En cada caso la determinacién de |a supresividad de
la estirpe AXp-10 se llevd a cabo en fa forma acostumbrada; los

resultados que se exponen en las tablas 9, 10, 11y 12.se expre

saron en este caso como % de resistencia a la supresividad (% R)

+
dela estirpe AXp-10 de los distintos clonos rho ensayados, cal

culada dicha resistencia como %R=100-S 9 de |a estirpe AXp-10.

De |0s resultados obtenidos se deduce claramente -
que el grado de supresividad deuna estirpe supresiva como la AXp-10
varfa entre Ifmites muy amplios segin la estirpe rho frente a la

que se determina el mismo. Es por elloy asl se ha recogido en

las tablas anteriores due, supuesto que una estirpe sea supre-

" . . : +
siva, es més correcto hablar de resistencia de las estirpes rho

a su accidn, que de su porcentaje de supr‘esividad_, vya que este
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: +
dato es totalmente aleatorio y depende de la estirpe rho frente
a la que se determine, hasta el punto de que, como se aprecia
claramente en los resultados expuestos, una estirpe supresiva

puede comportarse en ocasiones como neutra.

De otra parte, comparando la resistencia a la su-
presividad de los clonos r*ho+ ensayados, con su grado de esta-
bilidad, (tablas 2, 3,4,5,6 y 7 con las tablas 9,10, 11,12 y 13}
puede afirmarse que existe una estrecha relacién entre el gra-
do de estabilidad de los citados clonos y suresistencia a la su-
presividad. Esta afirmacién no debe tomarse en el sentido de
que haya sido posible establecer una correlacién matemética‘en
la que la resistencia sea funcién de la estabilidad, sino en el de
que todas las estirpes ensayadas relativamente estables (clonos
Sbg 22 y todos los derivados de él) muestranuna gran resisten-
cia a la supresividad de la estirpe AXp-10, de manera que esta
se comporta practicamente como neutra con respecto a las mis-
mas.

Este fenémeno puede explicar el hecho de que haya
sido imposible encontrar una estirpe supresiva frentea X-3, si

se tiene en cuenta el alto grado de estabilidad de esta estirpe.

1.4.3. Resistencia a ia supresividad de la estirpeXp-4 dediver ~

+
sas rho empleadas en este trabajo

L.os resultados anteriores seobtuvieron mediante el

~-106- ‘ ?



empleo de la est:irpe AXp-10, obtenida mediante’tr‘atamiento de
la X~3 con anaranjado de acridina; anfes de pasar a otros estu
dios se quiso comprobar si otros mutantes rho supresivas de
origen diverso se comportaban de igual forma. Para ellose de-
terminé la supresividad de la estirpe de la estirpe Xp-4 obteni

da a partir de un mutante esponténeoc de |a estirpe X-3, frente

+
a estirpes rho de estabilidad el evada.

Los resultados se exponen en la tabla 14 y mues -
tran que, al igual que en casos anteriores, las estlrpes esta-

bles son resistentes al efecto supresivo de la estlrpe ensaya -
da.

Tabla 14. - Resistencia a |a supr‘esividaddeia eétirpeXp-lt, de

+ . .
varias rho con distinto grado de estabitidad respi

ratoria.
Estirpes Freéecuencia de  Mutantes rho en . RS
o™ mutacién a rho cuitivos en fase
(x 10-2) estacionaria (%)
Sb-2 5.2 - 16.7 70.7
SER19 6.4 16. 1 72. 1
Sbg 22-9 0.5 1.26 90
SXg 4-27 0.2 0.67 95.8
SXg 4-125 1. 48 4.7 82. 6

1

~107-




+

2. ESTABILIZACION GENETICA DE ESTIRPES RHO INES-

TABLES Y REPERCUSION DE LA MISMA SOBRE SU RE -~
SISTENCIA A LA SUPRESIVIDAD

Adn cuando, como ha quedado expuesto en éi ap‘a_u_:
tado anterior, es posibleobtener por segregacidén mitéti“ca dé l“as
estirpes inestables, clonos con una estabilidad mayor due ta es
tirpe original, -caso del clono Sbg 22- dicha estabilidad no al
canzdb nunca los niveles mostrados poria estirpe X-3. Por esia
razén la estabilizacién de las estirpes inestables se llevd a ca-
bo teniendo en cuenta trabajos previos de Gonzalez (1974) y Gon
zalez y Montoya (1976) que habian mostrado queia progenie rho%
haploide, procedentes de cigotos obtenidos en cruces entre es-
tirpes ‘r~ho+ inestables con rho supresivas presentabanuna es-
‘tabilidad respiratoria mucho mayor que la estirpe r~h<>+ de par -
tida .

Como estirpes de partida se emplearon la AXp - I;O

+ ‘ + ,
(a, _g_n_i1, I_'\_l'_§3) rho  ylaSERI19 (g, ade j_j_gz) rho , esta (il

1 ?
tima con una frecuencia de mutacién espontinea a rho  de 6.4 x
-2 . .

10 ce. /gen. y unaresistencia a la supresividad de la estirpe

AXp-10 del 48.79.

El cruce entre las citadas estirpes, se llevd a ca -
bo por el procedimiento ordinario descrito en el apartado (5. 2)

+ .
del capfltulo anteriorylos cigotos rho prototrofos se seleccio-
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naron mediante diseminacién en medio ML .

A partir de tres cigotos escogidos al azar, se ob-
tuvieron los cultivos correspondientes que se hicieron esporu-
far y se manipularon en Ia forma descrita en el apartado (9)
del capltulo anterior, a fin de obtener a partir de cada una de

elios una gran suspensién de ascosporas.

Dado que el objeto de la éxper‘iencia eraobtener es
tirpes haploides con los mismos marcadores quelaestirpeSERI19
de partida, a fin de que fuera posible el retrocruzamiento con
la estirpe AXp-10, fué necesario un proceso de seleccién de
las ascosporas obtenidas en cada uno de los tres cigotos, que

comprendfa las siguientes etapas:

A) diseminacién de las suspensionés de ascosporas en medio ML,
ade+, Iis+, eh el que crecen las ascosporas r~ho+ prototrofas y
auxétrofas para los marcadores ade y lis. Asfl se obtuvieron 150
cultivos a partir de las colonias procedentes del cigoto niimero

4y 50 en cada caso las procedentes de los cigotos nlimeros 5 y
6.

. , . . +

B) siembra de las estirpes seleccionadas en medio MG, ade vy
N .

MG, lis , se desecharon aquellas que crecieron en los dos me-

‘dios (pr‘ototrofas), © en uno de ellos (auxdtrofas para el marca-

dor ade1 6 Iis2 respectivamente).

C) cruce delas estirpes no desechadas con |a AXp10 y disemi-
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nacién posterior en medio ML. Solo se seleccionaron las estirpes
que dieron lugar a cigotos prototrofos, cuyo genotipo de acuerdo

2 i +
con la tecnica expuesta mostraba ser (_q, ade‘,i_i,_sz) rho

Mediante la técnica descrita se seleccionaron a partir
de las 300 colonias examinadas, sblo 10 estirpes con el genotipo
citado; seis procedentes del cigoto ndmero 4 { SXg4-14, SXg4-19,
SXg4-28, SXg4-31, vy SXg4-125); una estirpe procedente del cigo
to nimepro 5 (SXg5-11), y tres procedentes del cigoto ndmero 6 -

(5Xg6-9, SXg6-48 vy SXg6-50).

A todas ellas se les determind su frecuencia de muta-
cién esponténea a rho”, asf como el porcentaje de células rho  en
cultivos en fase estacionaria en medio NG‘." lgualmente, mediante
retrocruzamientos con la estirpe AXp-10, se determiné la resis-

tencia a la supresividad de la misma.

L.os resultados se exponen en la tabla 5, y muestran -
due salvo dos excepciones, todas |as estirpes seleccionadas tienen
una gran estabilidad y todas ellas fueron mucho méas resistentes a

la supresividad de la estirpe AXp-10.

Al objeto de confirmar los resultados obtenidos y com
probar si el proceso de estabilizacidn y de aumento de resistencia
a la supresividad se acentda en un segundo cruce con una esti:rpe
supresiva, se repitid el mismo tipo de experienciapartiendo deuna

de las estirpes seleccionadas en la experiencia anteriorylamisma
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Tabla 15. - Frecuencia de mutacién espontanea a rho_ , porcenta

je de células rho” en cultivos en fase estacionaria y
resistencia a |la supresividad de la estirpe AXp-10, "

P4
de las estirpes rho haploides, procedentes de un cru

Ce SER19*por~ AXp-~10.

Frecuencia d(i células rho  en cul- RS
Estirpes mutacidn a rho tivos en fase estacio
(x1o"2) naria (%) - (%)
staqa 2 2.77 ' 72
SXg4-19 5.5 6.6 | 87.8
SXg4-27 0.2 0.67 91.1
SXg4-28 10. 3 18.06 83.5
SXg4;31 1.28 1.5 93.2
SXg4-125 1.48 4.7 96
SXg5-11 1. 66 2.84 96
SXgb6-9 Indetectabl e .lndetectabl e 84. 6
SXg6-48 0.94 0.9 - 75.3
sxgs;so 0.74 1.4 ~ 78.5
X 2.41 11 3.9471.69 es.8%2.70
G 3.16 5.34 10. 75
k RS

: 48.7 ; tasa de mutacién : 6.4%x 10"%; % rho : 16.1
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estirpe r‘ho*, AXp-10 utiiizada en el primer cruce. Como estir—
+ ‘ . .
pe rho  de partida se eligio la SXg4~31, con'una estabilidad del

tipo de la que muestra la X-3 de formanatural,

L.os pasos seguidos para la obtencién y seleccién de
las estirpes de esta segunda generacién con genotipo igual a la
rho+ de partida fueron los mismos que anteriormente descritos .
En el presente caso sin embargo se selecciond al azar un sélo zi
goto y a partir del mismo se obtuvieron en la etapa A) 85 estir -
pes, de las cuales sblo siete mostraron poseer el genoctipo re-
querido (a, iCEVl—EZ) r‘ho+ , las designadas como Sz><g—-10:, -
S2Xg-12, S2Xg-17, S2Xg-30, S2Xg-32, S2Xg-60, y S2Xg-65.

Como en el caso anterior a todas ellas se les deter-
mind la frecuencia de mutacidn esponténea a rho , porcentaje de
células rho  en cultivos en fase estacionaria en medio NG vy re-
sistencia a la supresividad de la estirpe madre AXp-10,

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 16,
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Tabla 16. - Frecuencia de mutacién esponténea a r-ho~, porcen-
taje de células rho  en cultivos en fase estacionaria
y resistencia a la supresividad de la estirpe AXp- 10 N

: +
de estirpes rho haploides procedentes de un cruce

SX94~3 1 * por AXp-10

| : Frecuenciade células rho” en cul- RS

Estirpes mutacidén arho tivo-s en fase estacio (%)
( x10-2) naria (%)
S2Xg-10 0.73 0.92 96
SZXg—‘IZ Indetectable 0.67 - : ,95l. 9
S2Xg~17 0.24 1.68 94
SZX9—3OV indetectable 0.14 94.6
S2Xg-32 0.23 3.12 3.8
S2Xg-60 Indetectabl e 0.73 94,2
52Xg-65 Indetectable 0] 97
0.17 2 0. 10 1.04 20,37 95.1%0.40

0.25 0.99 1.13

X
G
* % RS =93.2, Tasa de mutacién = 1.28; % rho” : 1.5
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3. NATURALEZA DE LLOS DETERMINANTES GENETICOS QUE
CONDICIONAN LA ESTABILIDAD RESPIRATORIAY LA RE~
SISTENCIA A LA SUPRESIVIDAD

En los apartados anteriores se ha podido demostrar

‘que a partir de estirpes inestables pueden derivarsectras conuna

estabilidad mayor, en ocasiones muy acuaada, tanto por segrega
cién mitdtica como mediante cruzamiento con una estirpe rho .y
posterior esporulacién de los cigotos obtenidos. En. ambos casos
las estirpes estabilizadas muestran una resistencia al poder su-
presivo de las estirpes rho empleadas mucho mayor que la estir
pe madre inestable, lo que indica que los mismos determinantes -

genéticos que condicionan la estabilidad respiratoria, soiy (ame

bién los responsables de la resistencia a la supresividad.

Al objeto de determinar si los citados determinantes
genéticos son de naturaleza citoplasmética, es decir el propio:
ADNmM estabilizado, o cromosbédmica (al elo cromosémiconecesario
para la estabi!iidad o conservacién del ADNmM), se ha anaiizado la
segregacidén del fenotipo Yestable!! en ia progenie haploide obte-
nida de cigotos r*hoJr procedentes de cruces de una estirpe ines-
table v otra rho supresiva. Posteriormente, para confirmar los

resultados obtenidos eh esta primera fase, seha analizado 1a se~
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Tabla 17. - Frecuencia de mutacidn esponténea a rho  de 98 estip

+ .
pes rho haploides procedentes del cigoto n2 1, obte -

*

| nido de un cruce entre la estirpe inestable SER 19" y

la AXp-10 supresiva

Frecuencia de mu-~

Frecuencia de mu-

\
i
l
} Estirpes

tacién a "‘hO—(xIO—Z) Est?r*pes tAacién a r‘ho-'(xlo-z)

SXgl-1 1.8 SXgt-18 0.18
SXgl-2 4 SXgl1-19 5

| SXg1-3 0.6 SXgl1-20 2.1

‘ SXgl-4 3.7 SXg1-21 1.4
SXgi-5 33.8 SXgl-22 10.08

| SXg1-6 17. 4 Sxg1-23 3.2

‘ SXgl-7 lndetéctable SXgl-24 0.89
SXgl-8 1.17 SXgt-25 0.75

‘ SXgt-9 0.41 SXgl-26 Indetectable
SXgl-10 0. 68 SXgl-27 1.7

i SXgt-11 19.2 SXgl-28 2.33
SXgl-12 2.6 SXgtl-29 0.27
SXgl-13 3 SXgl1-30 19
SXgl-14 16.7 SXg1-31 1.28

| SXgl-~15 0.3 SXg1-32 26. 4

| SXgl-16 7.1 SXgl1-33 Indetectable
SXgt-17 45. 11 SXgl-34 0.67
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Tabla 17. - {(¢continuacién)

Frecuencia de mu-

Frecuencia de mu-

Estirpes tacién a r‘ho—(xlO‘z) Estirpes tacién a PhO—(xIO“Z)
SXgl1-35 45 SXgl-56 2.08
SXgl1-36 0.3 SXal-57 0.37
Sxg1-37 0. 39 SXg1-58 6.3
SXgi-38 1.1 SXgl-59 1.38
SXgl-39 Indetectable SXgl-60 25
SXg1-40 15 SXgl1-61 16. 21
SXgl-41 1.4 SXg1-62 0.2
SXgl-42 0. 41 SXgl-63 !ndetectable )
SXgl-43 0.7 SXgl-64 3.7
SXgl-44 6.7 SXg1-65 Indetectable
SXg1-45 0.5 SXg1-66 0. 41
SXgl-46 8.08 SXgt-67 0.7
SXgl-47 0.87 SXgl-68 28, 26
SXg1-48 2. 54 SXg1-69 0.17
SxXg1-49 1.06 SXg1-70 5.9
SXgl-50 9.06 SXgi-71 0. 49
SXgl-51 3.27 SXgl-72 Indetectable
SXg1-52 1.69 SXg1-73 1.81
SXgl1-53 0.6 SXgl-74 1.01
SXgl-54 4.2 SXgl-75 0. 46
SXgl-55 0. 24 SXgl-76 0.88
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Tabla 17. -~ (continuacién)

Estirpes

Frecuencia de mu~

Frecuencia de mu—~

tacién a rho_(xlo—z) Estirpes tacién a r*ho_(x10"2)
SXg1-77 1.69 SxXgl-91 8.1
SXg1-78 3.12 SXgl1-92 1.1
SXg1-79 20.1 SXg1-93 2. 42
SXg1-80 4 SXgl1-94 0.78
Sxgl-81 1.1 SXg1-95 9.78
SXg1-82 13.2 SXg1-96 1.96
SXg1-83 3.59 SXg1-97 8.33
SXg1-84 0.92 SXg1-98 3.44
Sxgl1-85 0. 65
SXg1-86 0. 60 % 5. %0
SXgl-87 Indetectable
SXg1-88 1.03 G 8. 95
SXg1-89 9.1
SXg1-90 0.89

# Frecuencia de mutacién esponténea a rho  de la estirpe SER 19=

6.4 x 10—2
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Tabla 18. - Frecuencia de mutaciéon esponténea a rho  de 48 es-

y ta AXp-10 supresiva

tenido de un cruce entre la estirpe inestable SER19

+
tirpes rho haploides procedentes del cigoton® 2 op-

*

Frecuencia de mu-

Estirpes tacién a rho (x10~ Estirpes tacidén a rho {(x10
SXg2-1 5.26 SXal-18 2,73
SXg2-2 Indetectable SXg2-19 15.7
SXg2-3 1.62 SXg2-20 6. 64
SXg2-4 Indetectable SXg2-21 5.97
SXg2-5 0.61 SXg2-22 indetectable
SXg2-6 Indetectable SXg2-23 0.84
SXg2-7 0.85 SXag2-24 11.3
SXgl2-8 15.3 SXg2-25 indetectable
SXg2-9 5.68 SXgl-26 7. 47
SXg2-10 2.85 SXgl-27 Indetectable
SXg2-11 1.86 SXg2-28 1.52
SXg2-12 0.48 SXg2-29 indetectable
SXg2-13 1.88 SXg2-30 Indetectable
SXg2-14 1.53 S¥Xg2-31 indetectable
SXg2-15 15.5 SXg2-32 0.46
SXg2-16 0.81 SXg2-33 1.2
Sxg2-17 2.01 SXg2-34 Indetectable
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Tabla 18. ~ ( continuacién )

Frecuencia de mu- Frecuencia de mu-

Estirpes tacién a r*ho-(xlO—z) Estirpes tacién a r‘ho‘(xIO"z)
SXg2.-35 indetectable SXg2-42 Indetectable
SXg2-36 1.16 SXg2-43 - 7.01
SXg2-37 1.78 SXg2-44 5.55
SXg2-38 17.3 SXg2-45 Indetectabie
SXg2~39 Indetectabl e SXg2-46 Indetectable
SX92f4O 0.24 SXg2-47 7.5
SXg2-41 2. 39 SXg2-48 6. 57

3 3.3210.67

G 4,65

% Frecuencia de mutacién esponténed a rho  d

6.4 x 1077,

e la estirpe SER19=
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Tabla 19, -« Frecuencia de mutacidn esponiines: s rho  de 44 a3 -

tirpes rho  hapioides procedenies -del cigoo n2 3, ob
tenido de un cruce entre la estirpe inestableSERIS

v la AXp-10 supresiva.

Frecuencia de mu- T anola de mi

Estirpes <. - ~2 Estirpes ,
F , tacion a rho (<10 7 Tacidet F

SXg3-1 9.75 SXg3-15 1. 74
SXg3-2

[

.46 S¥Xg3-17 0, 94
SXg3-3 0.4 SXg3--15 Indetectable
SXg3-4 0.4 SXg3-19 1,93

0

SXg3-5 . 20 S35 320 SR I

o]

SXg3-6 .46 SRGI-DT G

SXg3-7 .19 SXq3-22 13, 5

0
SXg3-8 2.52 SR 323 1.87
SXg3-9 Indetectable SN 3.2l i.8.
SXg3-10 17. 2 SXg3-25 0, 44
SXg3-11 1. 94 SKG3-26 26.7
SXg3-12 1.13 SXg3-27 0,19
SXg3-13 9. 45 SXg3-28 ' 1.94
SXg3-14 0. 36 SXg3-29 0.4

SXg3-15 1.19 SXg3-.30 0.73
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Tabla 19. - ( continuacidn )

Frecuencia de mu- Frecuencia de mu-
Estirpes tacién a rho—(xlo;z) Estirpes tacién a r‘ho-(xlo-z)
SXg3-31 1.18 SXg3-38 0.83
S5Xg3-32 1.74 SXg3-39 | 1.6
SXg3-33 0.64 SXg3-40 3.24
SXQ3—34 1.05 SXg3-41 Indetectable
SXg3-35 0.55 SXg3-42 0. 64
SXg3-36 6. 62 SXg3-43 0.6
‘ s><g3_37 8. 39 SXg3-44 0.84 |
3 4.84 Lo. g
(v 5.35

¥ Frecuencia de mutacién esponténea a rho de la estirpe SER19=
-2
6.4 x 10 .
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P

gregacién del citado fenotipo en

{

en cruces entre una estirpe haplioide rho de itz primera genera -

cién y la misma estirpe rho supresiva.

l.as estirpes de partida fueron 'a SERI] 95,_53, ‘§det, lis

»

+ . -
rho con una frecuencia de mutacisn espontédnea a rho de 6. 4x10~2

cel/gen y la estirpe AXp10 rho E’ifi@til??g cor un porcentaje

de supresividad sobre la primera del 63.8%

El cruce se sipy @
L "
reacidon. Se seleccionaron

dio mihimo ML vy se designaron con jos ndmeros 1, 2 v 3: los cyl-
tivos obtenidos a partir de los mismos se hic eron esperalar du-
rante 7 6 8 dias en el medio de Rousseau

Yy Halvorson, mantenien

dolos a 282C y en agitacidn.

Tras obtener las suspensiones de asc HOPAs CoOrras

it

pondientes, éstas se disemina

: *
la aparicidén de colonias rho . Dado que 'a

cosporas contienen células diploides {ague!!

porulado) hubo necesidad de determinar eof

las células formadoras de las coloniass =i

llevd a cabo efectuando una siembra de e

e

consideraron como haploides las estirpe crecleron el el

citado medio; con este criterio se eiiminan como es logico, del e

fo

tudio subsiguiente, las estirpes haploides prototrofas que pudie

ran haber surgido de la segregacién meidtica, pero teniendo en



Cuenta que la otra alternativa para determinar la haploidfa es la
comprobacién de la incapacidad de las estirpes para esporular,
lo que aumentarfa enormemente el trabajo, se prefirié seguir |la
técnica y criterio sefalados.

De esta forma se aislaron:

a. - 98 estirpes auxdtrofasparaunc o mas marcadores, proceden

tes del cigoto n? 1, enumeradas coma SXgl-l a SXgl1-98,

b. -~ 47 estirpes auxétrofas para uno o més marcadores, proceden

tes del cigoto ne 2, designadas como SXg2-1 5 SXg2-47,

C. -~ 44 estirpes auxdtrofas para uno o més marcadores, proceden

tes del cigoto ne 3, designadas como SXg3-3.1 a SXg3. 44.

A toda la primerageneracién filial, Fl’ obtenida, se
e midié la frecuencia de mutacién esponténea a rho mediante la
técnica de Ogur et al (1959) descrita en el apartado(7)de! capltulo

anterior. L.os resultados obtenidos se exponen en las tablas 17,

18y 19,

De otra parte se ha hecho también |a representacién
gréfica de la distribucién de frecuencias de mutacién obtenidas
para la progenié de cada cigoto, mediante histogramas, en los
Cuales se expresa en abcisas la frecuencia de mutacién esponté-
hea a rho tomada en intervalos de uha unidad, y en ordenadas
el porcentaje de estirpes comprendido en cada intervalo o dicho
de otra forma, que bertenece a cada intervalo... L.a parte rayada

de cada histograma corresponde al porcentaje de estirpes cuya
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frecuencia de mutacién esponténea a rho  es menor que 'a de la

_ : -2
estirpe parental SER 19, que es del orden de 6.4 x 10 /cel /gen.

L.os histogramas estéan representados enlas . figuras.
1,2y 3.

Como puede obsérvarse entas tablas e histqgramas
anteriores, ‘mostraron una frecuencia de muiacir’m esponténea a.
rho  menor :que ta estirpe madre SERI9, e 75, 5% de las estir.
pes obtenidas del cigoto ndmero 1, el79.2% de !2s del ndmenrs 2
y el 81.89% clle las del nGdmero 3. Considerada giobalmentela prg '
genie de los tres cigotos, el porcentaje de estirpes haploides

con la caracterfstica antes indicada fué del 779,

L.a segunda parte de la experienciaconsistié, como
va se ha indicado, en volver a estudiar la segregacidén del ca-
racter "estable!" en la progenie haploide obtenida de un cigoto

+ , . +
rho  procedente de un cruce entre una de las estirpes rho  es-
tabilizadas obtenida en | a experiencia anterior -la designada co
mo SXg1-31- y la misma estirpe supresiva, AR 10, empleada

anteriormente.

Se siguid exactamente la misma técnica antewiormeﬁ
te descrita, seleccionandose 99 estirpes r‘hoﬂlu haploides que se
designaron como S2Xgl-1 hasta S52Xg1-99.

L.a frecuencia de mutacidn esponténea a rho~ de las

citadas estirpes y la distribucidn de lamisma se exponen, res-
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Distribucién de la frecuencia de mutacién espontédnea

a rho  de 47 estirpes haploides procedentes del cigo-
ton2 2. L a parte rayada corresponde al 79,2% de las
estirpes probadas, las cuales presentan una frecuen ~
cia de mutacidn a rho™ menor que la estirpe parental
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Distribucién de la frecuencia de mutacidn espontdnea a rho-
de 44 estirpes haploides procedentes del cigoton® 3. La -
parte rayada corresponde al 81,8% de las estirpes proba-
das, las cuales presentan una frecuencia de mutacidn a rho~
menor que la estirpe parental SER19.




pectivamente, en la tablan220 y en la figura 4. Como puede ob-

servarse el 88.4% de las estirpes ensayadas mostraron una fre-

cuencia de mutacién inferior a la de la estirpe madre SXgl1-31 y

el 100% inferior a la de la estirpe de partida SER19.

L.os resultados obtenidos como se discutird en el ca-

pltulo siguiente, demuestran que nos encontramos ante un caso de

herencia citoplasmética y que, por tanto, los determinantes gené :

ticos que condicionan la estabjlidad y 1a resistencia ala supresi

vidad son de naturaleza citoplasméatica: el propio ADNm estable.

Tabla 20. - Frecuencia de mutacién esponténea a rho  de 99 estir
, + . . .
pes rho haploides, procedentes de un cigoto obteni-

do del cruce SXg1-—,31* por AXp-10

: Frecuencia de mu- Frecuencia de mu-
Estirpes tacién a r'ho_(xIO"z) Estirpes tacién a r‘ho—(xIO"z)
S2Xg1-1 Indetectable S2Xgl-10 0. 41
S2Xg1-2 1.06 S2Xgl-11 0. 46
S2Xgl-3 0.3 S2Xgt-12 Indetectable
S2Xgl-4 Indetectable S2Xgl1-13 0.23
S2Xg1-5 0.28 S2Xgl-14 0.56
S2xg1-6 0. €3 S2xgl1-15 Indetectable
S2Xg1-7 0.z24 S2Xgl-16 Indetectable
S2Xgl-8 0.7 S2Xgi-17 . 0.53
S2Xg1-9 0

.63 S2Xg1-18 0.36
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Tabla 20. - (continuacién)

Frecuencia de mu-

Frecuencia de mu-

Estirpes tacién a rho—(xm'z) Estifpes tacién a rho~ (x1o—‘,2)
SZXg1—19 0.54 S2Xgl1-40 2,2
S2Xd1-20 0.28 S2xgl-41 1.04
S2xXg1-21 0.20 S2xg1-42 0.3
82Xgl1-22 1.89 S2Xgt-43 0.34
$2Xgl1-23 1.02 S2Xgl-44 0.49
S2Xgl1-24 1.48 S2Xgl-45 0.33
S2xg1-25 0.26 S2Xg1-46 0.79
S2Xgl1-26 0.33 S2Xgl1-47 0.78
S2Xgl1-27 Indetectable S2Xgl-48 0.3
S2Xg1-28 0. 44 S2Xg1-49 0.16
S2xXg1-29 0.75 S2Xg1-50 1
S2Xgl1-30 Indetectabl e S2Xgl-51 0.33
S2Xg1-31 Indetectable S2Xg1-52 0. 25
S2Xgil-32 Indetectable S2Xgl1-53 0.3
S2Xg1-33 0. 41 S2Xgl1-54 0. 64
SZXgi—34 Indetectable S2Xgl-55 1.04
S2xgi-35 1.47 szx91_56 0.28
S2Xgl1-36 1. 47 S2Xgl1-57 0. 34
S2Xgt1-37 0.54 S2Xgl1-58 0.53
S2Xg1-38 0. 46 S2Xg1-59 0.56
S2Xg1-39 0.72 S2Xg1-60 0.34
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Tabla 20. - (continuacidn)

;«

Frecuencia de mu- Frecuencia de mu-
E;Sti'"pes tacién a rho (x107%) ESHMPesS  sn a rho(x1073)
S2Xg1-61 1.99 S2xg1-83 0. 20
S2Xg1-62 1.27 S2xg1-84 0.21
S2Xg1-63 2.76 S2Xg1-85 0.59
S2Xg1-64 3. 66 S2xg1-86 0.48
S2Xg1-65 0.51 S2Xg1-87 - 0.22
S2Xg1-66 0.07 S2Xg1-88 0. 42
S2Xg1-67 0.2 S2Xg1-89 0.29
S2xg1-68 0.3 S2xg1-90 0. 49
S2Xg1-69 1.56 S2xg1-91 0.70
S2Xg1-70 0.84 S2Xg1-92 0.16
S2Xgl1-71 0.71 S2Xgl1-93 0.22
S2Xg1-72 0.94 S2Xg1-94 0. 49
S2Xg1-73 0. 52 S2xg1-95 0.14
S2Xgl1-74 0.65 S2Xg1-96 0.24
S2xg1-75 1.79 S2Xg1-97 indetectabl e
S2Xg1-76 0.15 S2Xg1-98 0.39
S2Xgl-77 0.67 S2Xg1-99 Indetectable
S2Xg1-78 1.38
S2Xg1-79 0.61 X ©.58
S$2Xg1-80 0.54 G 0. 60
S2xg1-81 0.48
S2Xg1-82 0

.43

% Frecuencia de mutacién esponténea a rho de la estirpe $Xgt-31:

1.28 x 10'2'
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4. INFLUENCIA DEL GENOMIO MITOCONDRIAL DE LLOS MUTAN
TES RHO™ SOBRE LA ESTABILIDAD RESPIRATORIA DE LA
PROGENIE HAPLOIDE DE ZIGOTOS OBTENIDOS EN CRUCES
CON RHO+ INESTABLES

Hasta el momento se ha demostrado que la estabilidad
respiratoria y paralelamente la resistenciaa la supresividad vi e
ne condicionada por determinantes citoplasméticos que se identi-
fican con el factor rho o ADN‘mitocondr*iai. Ahora bien, en el
transcurso de las experiencias no ha sido tenida en cuenta la po-
sible influencia que sobre la estabilidad respiratoria de la proge-
nie hapleoide dé zigotos procedentes de cruces r~ho+ y rho pudi e~
ra jugar el ADNm de |a estirpe rho empleada en el cruce, ya que
siempre se han empleado estirpes supresivas obtenidas a partir de
otras r~hoJr estables. Pudiera suceder por tanto que la estabiliza-
cién de una éstirpe rho+ inestable no dependiese del caracter su-
presivo de la estirpe r‘ho—, sino que estuviese condicionadaporla
presencia o no en el genomio mitocondrial de las estirpes rho” su
presivas, de un determinante de la estabilidad que al transmitirse
a los genomios mitocondrial es r~hoJr presentes en los zigotos, me
diante un proceso de recombinacién, trasmitiese a los mismos el
caracter estable.

Para comprobar o descartar esta posibilidad se plan-
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tearonunaseriede cruces en los que se analizd la estabilidad
respiratoria de la progenie haploide de zigotos rho obtenidos en

cruces con estirpes rho de los siguientes tipos:

: +
a. -~ Supresivas, obtenidas de estirpes rho estables (s +E)
+
b. ~ Supresivas obtenidas de estirpes rho inestables (S + 1)
+
C.~ No supresivas, obtenidas de estirpes rho estables (NS + E)

+
d. -~ No supresivas, obtenidas de estirpes rho jnestables (NS + t)

Las experiencias se IIeQar‘on a cabo de ta forma acos
tumbrada obtenlendo los zfgotos r‘hOHb r‘eébectivos y analizando |a
frecuencia de mutacién a rho~ de las estirpes haploides obtenidas
por esporulacién de los mismos mediante la técnica de Ogur et al.
(1959). |

En dos casos se llevdé a cabo ademés el mismo tipo de
exper;iencias pero mediante el empleo de las técnicas de microma-
nipulacién descritas en el capftulo anterior, analizdndose en es-~

tos casos la estabilidad respiratoria de 24 ascospor*aé obtenidas

por diseccién de 6 ascas.

L.os datos técnicos de cada experiencia se exponen a
continuacibén y los resultados, excluidos los obtenidos por micro-
manipulacidn, se resumen en la tabla 21, en la que se incluyen el
ndmero de estirpes haploides analizadas y el porcentajedelas mis

masquemostrd una frecuencia de mutacion igual oinferior a la dela

+
estirpe rho parental.
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Estos resultados complementados con los obtenidos
en la experiencia de micromanipulacién (Tablas 22 y 23), indi-
can, como se discutirén oportunamente, que el ADNm de las cé
lutas r*ho-, independientemente del caracter supresivo o no de
llas mismas, es capaz de transferir o confer‘irlaestabiﬁdad res

piratoria.

‘ B + - .
4.1, Cruce de una estirpe rho inestable con una rho supresi-

: +
va derivada de una estirpe rho estable (S + E)

‘ + L
-—- Estirpe rho : SERI19 3, ‘éde1,_l_i_s con una frecuencia de mu-

2
tacién esponténea de 6.4 x 10~2,

—— Estirpe rho : AXp-10 g_,“tni1,r_1_i__s_3 con un 63.8% de supresi -

: +
vidad frente a la anterior y obtenida de la estirpe rho X-3

con una frecuencia de mutacién esponténea de 1 x 10-2,

+ -
4.2. Cruce de una estirpe rho inestable con una rho no supre

+
siva derivada de una estirpe rho estable (NS +E)

+ : ‘
-- Estirpe rho : Sb-2 g, ade], lis, con una frecuencia de muta

2
cién esponténea de 5.2 x 10-2,

-- Estirpe rho—: Xp-9 a,tri , his, con un 0.4% de supresividad

17 —=3
frente a la anterior y obtenida como mutante esponténea dela

estirpe X-3 cuya frecuencia de mutacién es de 1 x 10"2.
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+ -
4.3. Cruce de una estirpe rho inestable con una rho supresiva

+
derivada de una estirpe rho inestable (s +1)

+
~-- Estirpe rho : SbXg 1-8 a, ade1 , Ligz con una frecuencia demu -

tacién esponténea de 6.1 x 10-2

~- Estirpe rho : SbXmp 1. 69 a, tr‘i1, _I'_'Li__s3 con un 15.8% de supre

—

sividad , procedente de |a estirpe SbXg 1-69 cuya frecuencia
de mutacidn es de 14. 34 x 10—2.

,*. —
4.4, Cruce de una estirpe rho inestable con una rho  no supre-

..‘,n
siva obtenida a partir de una estirpe rho inestable (NS + 1)

~~- Estirpe r~h0+: SbXg 1-8 a, EEEI"—Ez con una fr'ecuenciademg_
tacién de 6.1 x 102,
~- Estirpe rho : SbXg 1-69 a, it‘—i-l’b—ifﬁ con 1.2% de supresi -
vidad, procedente de la estirpe SbXg-69 con una fr*ecuencia-—

P4 2 °—2
de mutacidén esponténea de 14.3 x 10 .

4.5. Estirpes haploides obtenidas mediante técnicas de microma-

nipulacién .
- + - -
4.5.1. Cruce de una estirpe rho inestable con una rho supre-
+
siva derivada de una estirpe rho estable (S + E)

+ ‘
-- Estirpe rho : Sb-2 a, ade] s _l_i__s_2 con una frecuencia de muta-

-2
cién esponténea de 5.2 x 10~ <,
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‘—— Estirpe rho : AXp-10 a, tri P b__i_§3 con un 53. 4% de supresi-
vidad frente a la anterior y obtenida de la estirpe X-3 conuna
frecuencia de mutacién de 1 x 10~

Ne@ de ascas disecadas: 6

i Los resultados obtenidos se exponen en la tabla 22.

- + -
4.5.2. Cruce de una estirpe rho inestable con una rho no su -

presiva derivada de una estirpe rhot estable (NS + E)

» +
-~ Estirpe rho : SER 19 a, adevis_z con una frecuencia de muta

cién veSponténea de 6.4 x 10~2,

-- Estirpe rho : Xp-~9 g_,l_r_i_Phis con un 0. 14% de supresividad -

3
frente a la anterior obtenida como mutante esponténea de la es
tirpe X-3 cuya frecuencia de mutacién es de 1 x 10~2,

N2 de ascas disecadas: 6
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+
Tabla 21. - Porcentaje de estirpes rho haploides con una fre~
|

Cuencia de mutacidn a rho igual o inferior a la de las
. +
estirpes rho parentales procedentes de zigotos obte—

‘ ' nidos en cruces entre las anteriores y diversos tipos

de estirpes rho

de estirpes con
‘ Cruces . T re

Estirpes  Estirpes N@ de estirpes ha- fr‘e.cher.\claden:\u -
+ _ tacion igual o mf_e_
rho rho ploides analizadas rior ala de la es~
: tirpe rho parental
| ' i (S + E) 146 77.24
| (NS + E) 35 82.85
| (S+1) 47 61.7
| (NS + 1) 53 ‘ 26. 41
I : inestable

+
(S + E): supresiva, derivada de una estirpe rho estable

+
(S +1) : supresiva, derivada de una estirpe rho inestable

+
(NS + E): no Supresiva, derivada de una estirpe rho estable

. +
(NS + 1): no supresiva, derivada de una estirpe rho inestable
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Tabla 22. - Frecuencia de mutacidén a rho de las estirpes aisla-
das por diseccién de ascas obtenidas en cruces entre

+ -
una estirpe rho inestable y otra rho supresiva, de

+
rivada de una rho estable.

| ‘ ; F recuencia F—’r'ecuencia'
Ascas » Estirpes mutacién - Ascas Estirpes ‘mutacién
) ‘
‘ ’ (x10™°) (x10~2)
1 0.2 1 0.29
. 3.8
| 2 1.4 v 2
3 1.62 3 1.84
‘ 4 2.1 4 4.12
|
1 - ; 1 2, 22
2 1.96 2 1.42
H 3 2,53 v 3 0.35
4 0 4 0.94
1 1.6 1 0.6
2 0.66 2 6.95
i 3 0 Vi 3 4,96
4 2.8 4 0.77

% de estirpes con una frecuencia de mutacién igual o inferior ala

+
de la estirpe rho parental: 87.5
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Tabla 23. ~ Frecuencia de mutacién a rho de |as estirpes aisia-

das por diseccidn de ascas obtenidas en cruces en -

. + -
tre una estirpe rho inestable y otra rho no supre -

. +
siva, derivada de una rho estable.

Frecuencia

Frecuencisa

Ascas Estirpes mutacidn Ascas Estirpes mutacidn
(x10=2) (x10-%
1 1. 41 1 3.5
2 1.36 2 0.54
! 3 1 v 3 0
4 0. 46 4 12
1 7.66 1 2.32 |
2 0.79 2;, 10.59
I 3 1.57 v 3 o
4 7.01 4 0.35
1 9. 21 1 4,64
2 0 2 9.54
h 3 10. 81 Vi 3 10.7
4 3.32 4 0.5

% de estirpes con una frecuencia de mutacién

+
la de la estirpe rho parental: 70.8
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5. INFLUENCIA DE LLAS CONDICIONES AMBIENTAL ES SOBRE

LA ESTABILIDAD Y RESISTENCIA A LA SUPRESIVIDAD DE
. +
ESTIRPES RHO

Como colofén a los estudios sobre los determinantes
genéticos que condicionan la estabilidad respiratoria de las es -

. + - . .
tirpes rho de S. cerevisiae se ha considerado conveniente efec

tuar un estudio de la influencia que |as condiciones ambientales
ejercen sobre la expresién de los citados determinantes genéti -
cos y en consecuencia sobre la resistencia a la supresividad de

+ ' -
las estirpes rho frente a las rho .

En este sentido se ha considerado interesante exa-
minar la estabilidad respiratoria de estirpes r~h0+ a lo largo de
su ciclo de crecimiento en un medio éptimo para levaduras, en -
condiciones de oxigenacién distintas, en medio con pH iniciales
diferentes, con fuentes de carbono utitizables por ferrﬁentaéién
o solo por via oxidativa, y finalmente en funcidén de la cantidad de
indculo empleado.

Dado que la determinacidn de las tasas de mutacién a
rho~ solo es posible lievarlia a cabo en condiciones fijas, incom-

patibles a veces con las variaciones ambientales a examinar, se

‘ha escogido como fndice de la estabilidad respiratoria el porcen
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taje de células rho  presentes en [os cultivos en el momento delia

determinacién.

En Ja mayorfa de los casos se han empleado para la

realizacién de lasexperienciasuna estirpeestableyotrainestaple.

5. 1. Variacién del porcentaje de células rho” en cultivos de es-

+
tirpes rho vy de su resistencia a la supresividad, segdn la

etapa de su ciclo de crecimiento

. . . +
En estas experiencias se emplearon |as estirpes rho

SERI19, SXg4-37y SXg4-125, ya descritas anteriormente; la pri

mera inestable, la segunda altamente estable y |la tercera ligera-

mente inestable (16. 7%, 0.67% y 4.7%, respectivamente, de célu

_Ias rho en cultivos en fase estacionaria en medi‘,o NG). L_a resis-

tencia a la supresividad se determiné frente a lds estirpes AXp-10
y Xp-4.

Previamente a la realizacidn de estas experiencias se
determiné la gréfica patrén del crecimiento de las estirpes r'ho+ y
rho”, en medio NG, a 282 y en agitacién, segln la técnica des-

crita en el capfltulo anterior.

L as gréficas obtenidas mostraron que en estas condi-

+
ciones las estirpes rho inician la fases de crecimiento logarft-

mico aproximadamente a las 3 horas de incubacién,fase que seman

tiene durante 7 horas més hasta comenzar la etapa de transicién-
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hacia ta fase de crecimiento estacionario. De acuerdo con estos
datos, para la realizacién de las experiencias p'royectada%s, fas
muestras de levaduras Eho+ en las que se determiné el porcenta
je de células rho—, asf como la resistencia a la supresividad fren
te a las estirpes AXp-10y Xp-4 se tomaron a las 3,7, 10 y 48 ho
ras de incubacién de los cultivos: comienzo, mitad y final de la
fase logarftmica y fase estacionaria. Entodos los casos laé mues
tras fueron centrifugadas, lavadas y resuspendidas en sdlucién
salina, dejéhdolas en reposo durante una noche al objeto de que
fas yemas completaran su proceso de formacién y separaran de
las células madir'es. Transcurrido este tiempo, se determind el
porcentaje de células rho” presente en las muestras y se deter-
miné mediante la técnica usual |a resistencia a la supresividad

frente a las estirpes rho indicadas.

L.os resultados se expresan en la tabla 24, e indican
que ni el porcentaje de células rho  ni la resistencia a la supre
sividad varfan notablemente a lo largo del ciclo de crecimiento ,
aunque hacia el final de la etapa de crecimiento logarltmico pue-
de apreciarse un ligero aumento en el porcentajede células rho
y en algunos casos una disminucidén en la resistencia a la supre;
sividad.

Una repeticién de la experiencia anterior en la que
tanto los recuentos de células rho  como las determinaciones de
subresividad se realizaron inmediatamente después de tomadas
Ias’: muestras, si bien con alguna diferenciaen las cifras absol_g_

tas, arrojé el mismo tipo de datos mostrados.

-142.



Tabla 24, - Porcentaje de células rho  en cultivos de estirpes rho

Yy resistencia a la supresividad de éstas frente a estir

pes rho , segln las distintas fases de su ciclo de cre

cimiento.
% RS frente a las
Fase : - tirpes:
Estiraes crecimiento Células rho estirpes:
rho % AXp-10 Xp~4
1 16. 10 61.3 70. 90
2 17.10 48,7 72.6
SERI19 3 20. 90 45.9 73. 1
4 17. 4 48. 6 72. 1
1 0. 48 90. 4 90. 82
2 0.67 90. 4 90. 8 |
SXg4-27 3 0.79 89.2 91.9
4 0.67 91. 4 95.8
1 4. 54 96. 2 82.6
_ 2 4,72 96 82.6
SXg4~-125 3 4.90 97. 5 78. 72
4 4.70 96 82.6

1: comienzo fase logaritmica; 2 fase logarftmica;

ritmica; 4: fase estacionaria,
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5.2. Variacién del porcentaje de células rho  en cultivos de es-

+ .
tirpes rho v de su resistencia a la supresividad segun la

modalidad de cultivo

Nor*malmef’\te, todas las experiencias realizadas lo
fueron utilizando cultivos incubados a 282 y sometidos a una agi
. tacidén constante en un agitador orbital a 140 rpm por lo que se
Eha querido comprobar si una aireacién més intensa afecta tanto
al porcentaje de células’rho_ como a la resistencia a'la supre-

sividad de los cultivos.

Para ello se ha realizado una experiencia en que ia
aireacién de los cultivos se llevd a cabo haciendo burbujear ai-
re estéril a través del medio de cultivo dispuesto en tubos de -
20 x 200 mm, con un flujo de 30 litros/minuto/litro de medio. Co

- mo estirpes r~hoJr inestables se empled 1a Sbg8 y como establela
X-3. La resistencia a la supresividad se midié frente a la estir

pe AXp-10 en el primer caso y frente a la Sp-5 en el segundo.

" Los resultados obtenidos en estas condiciones fue-—

~ron de 31.3% de células rho parala Sbg8y de 1.99% para la

para la X-3, que no difieren préacticamente de los obtenidos pre

viamente en cultivos en agitacién (32.8% y 1.5% respectivamen
te).

En cuanto a la resistencia a la supresividad, losda

tos ob‘tenidos fueron idénticos a los mostrados en los ;apartados

1.5.2. y 1.5.1 de este capltulo.
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5.3. Variacién del porcentaje de células rho  en cultivos de es..

; + \ . .. .
tirpes rho vy de sy resistencia a la supresividad en funcidn

del pH inicial del medio de cultivo

Sellevé a cabo este estudio empleando medjo NG a
los pHs de 3 ;4; 4.5; 5 y 6.Como estirpeinestablese empledlaShg. 8

Yy como estirpe establela X-3. |_os cultivos se Ilevaron a cabo en la

forma acostumbrada, determinandose en cada uno el porcernitaj

je ge
¢élulas rho  en la fase estacionariay laresistencia a la supresi-

vidad fr-ente a las estirpes AXp-10 y Sp-17, respectivamente. Es

ta Gltima determinacién solo se efectud en los cultivos a pH 3,4.5
y 6.

L os resultados obtenidos se exponen en la tabla 25 e

indican que a pH préximo a la neutralidad aumenta el porcentaje

de células rho Iiger‘amente,mientras Que un pH por bajo del 6ptL

mo ejerce un efecto contrario, L.a resistencia a la supresijvidad

no es précticamente afectada,

5.4, Variacién del porcentaje de células rho en cultivos de es-

+ . - .
tirpes rho vy de su resistencia a la supresividad en funcién

de la naturaleza de las fuentes de carbono presentes en el me~

dio

Una de las caracterfsticas de los mutantes r*ho-, tal
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Tabla 25. - Influencia del pH inicial del medio de cultivo sobre el
, : - - +

porcentaje de células rho en cultivos deestirpes rho

y en la resistencia a la supresividad de las mismas -

frente a estirpes rho .

Estirpe - pH cel.rho % RS frente a

| % AXp-10
Sbg--8 3 21.63 54.6
Sbg-8 4 26.5 -
Sbg-8 . 4.5 32.6 54
Sbg-8 5 37.12 -

| Sbg-8 5] 40.7 53
>&-—-3 3 0.96 97.5
X-3 4 1.21 -
x-3 4.5 1.49 96. 4
X-3 5 2.15 -
X3 . 6 2.6 94. 6
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como quedd expuesto en ia introduccién, es su incapacidad para
utitizar como fuente de carbono sustrat_os Que no pueden ser de-
gradados por via fermentativa tal es como el lactado, éliCerina,
etc. y por tanto su no desarrollo en medios en los que la Gnica -
fuente de carbono sea uno de tal es compuestos, Es pues obvio -

- + . -
que cuando una estirpe rho ya sea estable o inestable se hace

crecer en un medio con lactato como dnica fuente de carbono el
porcentaje de células rho  en cultivos en fase estacionaria seré
sensiblemente menor que si se cultiva en un medio con glucosa,
ya que en el primef‘ caso sbio apareceran las células rho_ surgi
das por mutacién, mientras que en el segundo el nimero se veri
incrementado por |a descendencia de las mismas. Aln cuando es
ta estabilizacién respiratoria fenotlpica esta perfectamente de -
mostrada, se ha querido comprobar el grado que alcanzala mis-—
ma en estirpes r~ho+ estables e inestables y el efecto que tiene —

sobre su resistencia a la supresividad.

Como estirpes r*ho+ estables sehan empleado las X-3,
Xg-5, SXg4-27 y SXg4-125 y como inestables las SER19y Sb-2.
L.aresistenciaa la supresividad se comprobd en el caso de las -
estirpes pertenecientes a la serie X frente a (a estirpe Sp-17 y
en el caso de las de la serie S frente a la estirpe AXp-10. Tan-
to el recuento de células rho~ como la determinacién de la resis
tencia a la supresividad se realizé , por las técnicas descritas,
en cultivos de 48 horas sobre medio NG o NL. L os resultados ob

tenidos se exponen en la tabla 26 y a méas de la estabilizacidn fe
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notipica esperada demuestran que la resistencia a la supresividad
. + . ‘ .
de las estirpes rho es notablemente superior cuando se han culti

vado en medios con lactato como Unica fuente de carbono. "

Tabla 26. - Porcentaje de células rho en cultivos en fase estacio
+

naria de estirpes rho y resistencia de las mismas a -

la supresividad de estirpes rho , en medios con gluco

sa o lactato como Unicas fuentes de carbono.

Estirpes Células rho (%) % Resistencia supresividad
rho+ k glucosa lactato glucosa - lactato
X-3 1.5 0.9 97 100G
Xg-5 2.2 0.9 97 99. 3
SXag4-27 0.67 0.28 85, 1 | 95.5
SXg4-125 4,7 0.5 87.3 94,7
SER 19 1641 6.4 48. 7 97
“Sb-2 ~ 16.7 5.6 72. 1 89. 1

% Determinada en el caso de las estirpes X-3 y Xg-5 frente a la -

estirpe Sp-17 y en el de las restantes frente a la AXp-10.
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6. ESTUDIO COMPARATIVO DE LLA HABILIDAD DE CRUCE DE
+ -
ESTIRPES RHO Y RHO

Alo largo de las experiencias expuestas en esta me
moria, se ha podido observar que, adn sin que se pueda formu-
lar una correlacién de tipo mateméatico, la resistencia de las es-
tirpes rho frente a la supEesividad de las distintas estirpes rho
ensayadas, va claramente ligada a la mayor o menor proporcién
de células rho en sus cultivos, incluso cuando estd condiciona-
da no por caracterfsticas genéticas sino’ por circunstancias arme-
bientales. En el célculo de la supresividad por fa férmuladeSher
manyEphr*uSS|, hasta aquf empleada, y por consiguiente en el de
la resistencia a la misma, se introduce un factor de correccidn
(Y) que, tebSricamente, deberfa anular las vari aciones en el valor
de la supresividad debidas a las distintas proporciones de célu—
las rho presentes en los cultivos rho+. El que este factor de co
rreccién no basta resulta evidente, y no basta poir‘que Sherman y
Ephrussi parten de la base de que la habijlidad deicruce.entr‘e las
células rho y r~ho+ de un cultivo de una raza r~h0‘Jr y las rho su
presivas, es idéntica, hecho que trabajos realizados en nuestro

taboratorio (Gonzélez, 1974) han demostrado no ser cierto.

En esta Tesis, y como final del trabajo experimental

de la misma, se ha querido profundizar sobre el tema con miras
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fundamentalmente a establecer un método para el célculo de la su
presividad en el que se tenga en cuenta no sélo el porcentaje de-
células rho_ presentes en los cultivos rho+ sino también la dis-
tinta habilidad de cruce entre los distintos tipos de células quein

tervienen en la determinacidn.

En una primera experiencia se llevaron a cabo todos
R o+ + + - - -
los cruces posibles rho por rho , rho por rho y rho por rho
+ — ’ .
enire una estirpe rho y dos rho derivadas de la Sb-2(a, ade1,

: " _
_I_i_s_2 )y una rfho y dos rho 'derivadas de {a X-3(a, E—ri':’ his3. }

: + .
L.a estirpe rho de la serie S fue la Sg-5 con un por
tentaje de mutantes rho  del 3% ; como estirpes rho de la serie

S se emplearon la Sp-17 y Sp~18.

+
La estirpe rho de la serie X fue la Xg-5conun por
centaje de mutantes rho del 2.2%: como estirpes rho de la se-
rie X se emplearon las Xp-6 y Xp-11. Todas las estirpes citadas

han sido previamente descritas.

i_.os cruces se llevaron a cabo de la forma habitual y
en cada caso se determind su "rendimiento en zigotos'', entendien
do por tal 'el porcentaje de zigotos totales r‘ho+mas rho forrri_a_
dos sobre el nidmero méximo tedrico de zigotos que deberfan for-
marse en funcién del ndmero de células ay o que intervienen en
cruée“.

A efectos comparativos se calcuid la " habilidad de

cruce (h), que en cada caso representa el cociente entre e! ren-
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Tabla 27. - Estudio comparativo del rendimiento en zigotos de

+ -
cruces entre estirpes rho y rho

Estirpe cruzada

‘ Tipo de cruce Rendimiento en Habilidad de

| a por a zigotos (%) cruce (h) %k

’ Sg-5 Xg-5 rho x rho. . 0037 1
Sg-5 Xp-6  rho x rho . 0280 7.56

} Sg-5 Xp-11 rho x rho . 0430 11.62

i Sp-17  Xg-5 rho” x rho L0120 3.24
Sp-18 Xg-5 rho  x rho . 2400 64.8

i Sp-17 Xp-6 rho x rho . 3900 105. 4
Sp-17 Xp-11 rho x rho . 2300 62.16
Sp-18 Xp-6 rho x rho . 5600 151.35
Sp-18 Xp-11 rho x rho . 2600 70. 27

¥ ndmero de zigotos formados sobre el méaximo tedrico posible

dk calculada tomando como unidad la correspondiente al cruce

+
rho x rho
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b

dimiento en zigotos del cruce entredos estirnes v al correspondien

; C+ + R :
te al cryce rho por rho que se tomd como unidad,

i_os resultados de esta experiencia se exponen en la

tabla 27 y confirman que el rendimiento en zigotos es muy distinto

en cruces r‘ho+ por r'ho+, r*ho+ por rho Y rho por r*hcm, hastael

bunto de que en este Gltimo caso la habilidad de cruce a ' groso
+

+
modo'" es de orden 100 con respecto a la de rho por rho v de or

+ -
den 10 con respecto a la de rho por rho .

En una segunda experiencia se tratd de ver 5! la pro-
» - " + -
porcién de mutantes rho presentes en los cultivos rho  infiuyen

; + +
por rho Yy rho

sobre el rendimiento en zigotos de cruces rho
- . + .

por rho , para lo cual, de una parte, las estirpes rho  que inter

vienen en los cruces se obtuvieron de cultivos en medic normal NG

y en medio NL., medio este Ultimo que como ya se ha visto reduce

la proporcién de mutantes rho y, de otra, se aumenté artificial-

mente en un caso la proporcién de mutantes rho  de los cultivos -
. +

de estirpes rho .

. + - L.
Como estirpes rho se emplearon las Sg-5 y Xg--3, a

y a, respectivamente, y como estirpes rho  las Sp-17 v Xp-6,

"En los casos en que se aumentd artificialmente la pro
porcién de mutantes rho , se partié de cultivos en medic NL. de la
estirpe Xg-5 a los que inmediatamente antes del cruce se adicio-

naron suspenhsiones de células rho hasta conseguir una propor -
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+ + +
Tabla 28. - Rendimiento en zigotos de cruces rho por rho vy rho por

rho  en los que el porcentaje de células rho presentes en

+
los cultivos rho ha sido alterado.

Estirpes cruzadas Tipo de cruce Células rho Rendimiento Habilidad

(%) en zigotos - decruce
a a ‘ a a (%)
+ +
Sg-5 Xg-5 rho x rho 3 2.2 0.00370 i
+ +
Sg-S(NL_)*‘Xg—S(NL)* rho  x rho 1 0.9 0.00256 0.69
+ -
Sg-5 Xp-6 rho  rho 3 100 0.028 7.56
* | + -
Sg-5(NL) Xp-6 rho  x rho 1 100 0.01128 3
- +
Sp~-17 Xg-5 rho  x rho 100 2.2 0.012 3. 24
% - +
Sp-17 Xg-5(NL)" rho x rho 100 0.9 0.0107 2.89
| - +
Sp-17 Xg-5(3) rho x rho 100 27.7 0.0236 6.37

_{,.
¥ Estirpes rho procedentes de un cultivo sobre medio NI

+ ; -
¥k Estirpes rho suplementada artificialmente con células rho
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cién de las mismas del 27.7%. L_as células rho fueron obteni-
das mediante mezcla de cultivos en condiciones normales de cin
co mutantes rho esponténeas seleccionadas a partir de cultivos

4
de la estirpe rho Xg-5.

Los resultados se exponen en {a tabla 28 e indican,

+ + + -

que tanto en cruces rho por rho como en cruces rho por rho,

el rendimiento en zigotos es como norma mayor cuanto mayor es

la proporcidén de células rho presente en los cultivos de estir-
pes r*ho+.

Finalmente, se realizaron una tercera serie de ex-
periencias en las que se determind el rendimiento en zigotos de
cruces entre estirpes supresivas y una serie de estirpes r~ho+ 5
asl como el correspondiente a cruces entre las citadas estirpes
‘supresivas y estirpes r‘ho“, obienidas a par-ti; de mutantes rho
esponténeas seleccionadas de cu!t?vog de cada una de tas estir-
pes rho+ antes citadas.

Estas experiencias a mis de confirmar y ampliai" -
los datos obtenidos hasta el momento, tuvieron por objeto el po
der calcular la habilidad de cruce de cada una de las estirpes -
con las rho supresivas en funcién de la correspondiente de sus
mutantes esponténeas con las mismas supresivas lo que, como -
se verden el préximo capltulo, sirvid para comprobar el cambio
que origina en el valor de la supresividad la introduccién de ta

‘habilidad de cruce como factor de correccidén en el céiculo dela
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misma.

L as estirpes r*ho+ a empleddas fueron SERI19, Sb-2
SXg4-14 y SXg4-19 ya descritas. De cada una de ellas se obty-
vo una estirpe rho por seleccién al azar de uno de los mutantes
espontineos que aparecen en sus cultivos; estirpes que se desig’
naron como SERp-1, Sp-1, SXpé4-14 y SXp4-19, respectivamen
te. Como estirpes r‘hon, &, supresivas ‘se emplearon las AXp-10

Yy Xp-4, igualmente descritas con anterioridad en esta memoria.

Los cruces se realizaron en la forma acostumbrada
vy el rendimiento en zigotos se calculdé como en las dos experien-
cias anteriores. En cada par de cruces la habilidad de cruces -
r'ho por rho y rho” por rho  se calculé en este caso tomando -

come unidad de referencia el rendimiento en zigotos del cruce -

rho por rho

Los resultados obtenidos se exponen en la tabla 29
y muestran que, sin excepcidén, la habilidad de cruce de estnrpes

rho por rho Supresivas es siempre menor que la de sus mutan

tes rho pPor las mismas estirpes.
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Tabla 29. - Estudio comparativo del rendimiento en zigotos de estirpes

+ - -
rho y rho derivadas de ellas en cruces con rho supre-

sivas

Estirpes cruzadas Tipo cruce Células rho  Rendimiento Habilidad
presentes en en zigotos: de cruce
a a los cultivos {H) %
rho (%)
+ -

SER19 AXp-10 rho  x rho 16. 09 0.0910 0. 433
SERp-1 H rho™ x rho~ - 0.2100 1

. N _
SER19 Xp-4 rho x rho 16. 09 0.0284 0.158
SERp-1 rho % rho - 0. 1800 1

+ -

Sb-2 AXp-10 rho X rho 16. 76 0.0300 0.079
Sp-1 u rho  x rho - 0. 3780 1

: + -
Sb-2 Xp-4 rho x rho 16.76 0.0036 0. 157
Sp-1 " rho” x rho” - 0.023 1

, + -
SXgh4-14 AXp-10 rho % rho 2.77 0.0524 0.082
SXp4-14 " rho x rho - 0.6380 i

{ + _
SXgh-14 Xp-4 rho  x rho 2.77 0. 1768 0. 164
SXpb-14 n rho~ x rho - 1.0800 1

, + -
SXgh-19 AXp-10 rho x rho 6.6 0.0125 0. 108
SXp4-19 " rho” x rho - 0.1159 1

A + -
SXgh-19 Xp-4 rho % rho 6.6 0.0119 0.030
SXg4-19 rho~ x rho - 0. 4000 1

¥ Referida en cada

caso al

rendimiento en zigotos de los cruces rho xrho
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DISCUSION







A lo largo del Capftulo anterior y junto con la des-~
cripcién delas experiencias realizadas y los resultados obteni-~
dos se han ido incluyendo comentarios breves sobre la posible

significacién e interpretacién de los datos obtenidos en cada ca

SO.

No obstante, en este capfltulo, con una visién glo ~
bal ya de todas las experiencias realizadas Creemos convenien-
te ampliar la discusién de los resultados obtenidos sobre todo te

niendo en cuenta que la mayoria de ellos estan interrelacionados.

A efectos de establecimiento de un orden se discu-
tira sucesivamente la conveniencia de abandonar el concepto de
"supresividad! aplicado a las estirpes rho  y sustituirlio por el
de "resistencia a la supresividad" de |as estirpes r‘ho+; la rela
cidn entre la citada resistencia de la estirpe r~hoJr y la estabili-
dad respiratoria de las mismas; la natural eza de los determinan
tes genéticos responsables de la estab'ilidad, la transmisidén de

la estabilidad respiratoria por estirpes rho vy la influencia que

los agentes externos ejercen sobre la estabilidad de las estimpes

e
rho .
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Finalmente y bas&ndonos en las experiencias reali-
zadas sobre la habilidad de cruce de las distintas estirpes em -
pleadas, se discutiré la conveniencia de abandonar la forma clé
- sica empleada en el céiculo de la supresividad y su sustitucidn

por otra que proponemos.

" Supreéivi‘dad“ y "Resistencia a la Supresividad"

‘Como ya se ha indicado en la introduccidn el térmi-
‘No "supresiyidad", fue acufiado por Ephrussi y col. para desig-
nar la propiedad que presentan algunas estirpes r*ho-', cuando se
’cr‘uzan‘con estirpes r*ho+, para excluir o suprimir el factor rho
normal aportado a los zigotos por estas Gltimas. L as estirpes -
rho” que presentan esta propiedad reciben el nombre de ”suprg
sivas", frente al de '"neutras" que se adjudica a las que no lapo
seen.

El grado de supresividad que presentan las distintas
estirpes supresivas es variable, pero en cualquier caso Iaescu_e_
la de Ephrussi ‘y de todos los autores que han trabajado sobre el
tema consideran que es una caracteristica celular de las estir-
pes r*ho_, que presentarian una notable estabilidad en relacién

con esta propiedad,.

Aparte de los antecedentes citados en la Introduccién,
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los resultados obtenidos en este trabajo obligan a afirmar que, de-
finitivamente, la supresividad de una estirpe rho—, no puede ser
considerada como un carécter constantedelamisma, sino: que pue-
de aumentar, disminuir y hasta llegar a anularse, segln la estir-

+
pe rho con la que se cruce.

Efectivamente, en los estudios realizados en esta me-
moria se han manejado dos estirpes supresivas. LLa AXp-10'y la
Xp-4, aundueprincipalmentela primera. Pues bien, en la tabia 20
se ha hecho una recopilacién de los datos obtenidos en el transcur-
so de este trabajo sobre la supresividad de ambas estirpes fr'véntea
distintas estirpes r*ho+ y como puede versela conclusidén es eviden -
te: la estirpe A.Xp—-10 se comporta desde altamente supresiva-
(S% = 77.‘ 7) hasta neutra (S% = 0), pasando por todos los estadlos
intermedios, segt:m la estirpe r~h0+ frente a la que se prueba su su
presividad; en cuanto a la Xp-4, si bien se dispone de menos da-
tos, se comporta desde medianemente supresiva (S %=47. 2) hasta
practicamente neutra (S % = 4. 2). No dudamos que de haber efectua
do mayor néimero de experiencias con esta Gitima estirpe se ha -
brian obtenido resultados adn mas semejantes a los encontrados en

el caso de la AXp-~10.

Es indudable, pues, que la supresividad no depende
exclusivamente de las estirpes rho y que su valor para una dete_r:
minada oscila grandemente. No obstante, también en el transcupr-

so de este trabajo se han aislado mutantes rho que en ningdn ca-
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$o suprimen el caracter rho lo que, en principio, y sin dese-
char totalmentelaposibilidadde que puedan existir estirpes r~h‘0+
frente a. las que sean supresivas, nos lleva a aceptar la existen
cia de estmpes rho " neutr‘as frente aotras supneswas lascualesse
Vgun la estirpe r~ho+ frente ala que se cruce, pueden excluir o

eliminar el factor rho de los cigotos.

El concepto de estirpe supresiva delevaduras, pues,
cambia radicalmente ya que de designar a aquellas estirpes que
cuando se cruzan con estirpes r‘ho+ excluyen o suprimen el fac-
tor p__l'_ﬁ)_nbr*mal aportado a los cigotos por estas Gltimas, pasa a
designar‘, a aquellas estiyr‘pes rho  que segdn el tipo de estir'pe -
r*ho+ con Ia due se cruza pueden excluir o suprimir de los cigo -

tos el citado factor rho.

De acuerdo con este nuevo concepto de estirpe supre
siva, resulta incorrecto hablar de "supresividad" de estirpes-
rho y mucho més cuantificar la mismani siquiera a efectos com
;Sarativos, ya que, como puede extraerse de la tabla 30, la es-
tirpe Xp-4 muestra més del doble de la supresividad de AXp-10
cuando ambas se cruzan con la SXg4-19 (S% igual a 30.2y 12.2
respectivamente) mientras que cuando se cruzan con la Sb-2 es
la AXp~10 la que muestra un valor de supresividad doble que el

de la Xp-4 (S% =59.9 y 29. 3 respectivamente).

Aln cuando el grado de supresividad de una estirpe

- : + .
rho frente a otra rho determinada es constante, en nuestraopi
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Tabla 30. -~ Variacién de los valores de la supresividad de las es

tirpes AXp-10 y Xp-4 en cruces con distintas estirpes

rho+

|

‘ Cruces S% Cruces S%h

: AXp-10 x Sbg-13 " 77.7 AXp-10 x Sbg22-18 1.2

|

! AXp-10 x Sbg-15 63. 3 AXp-10 x Sbg22-4 0
AXp-10 x Sb-2 59.9 AXp-10 x Sbg22-8 0
AXp~10 x SER19 51.3 Xp-4 x SXgb-14 47,2
AXp=-10 x SERg-1 41.6 Xp-4 x SXg4-19 30. 2
AXp-10 x SERg-15 38.6 Xp—4 x Sb-2 29.3
AXp-10 x SERg-14 23.3 Xp-4 x SER19 27.9
AXp-10 x Sbg-22 18.9 Xp-4 x SXg4-125 17. 4
AXp~-10 x SXg4-19 12.2 Xp-4 x Sbg22-9 10
AXp-10 x Sbg22-2 4.4 Xp-4 x SXgh-27 . 4,2
AXp-10 x Sbg22-3 96
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nién y a la vista de las circunstancias expuestas |la manera correc
ta de cuantificar el fenbémeno e incluso de investigar su haturaleza
es refiriendolo a las estirpes r~h0+, que, en definitiva, son las que
permiten la manifestacién o no de la capacidad de la estirpe supre

siva para eliminar el factor rho normal de los cigotos.

Es por ello que proponemos y asf se ha utilizado tanto
en el tTtulo como en el desarrollo del trabajo el uso de la expresién
" Resistencia a la supresividad!" para designar el grado de Pés‘is—
tencia que ofrecen las estirpes r*ho+ a la manifestacién del cardc ~
ter supresivo de las estirpes rho . A efectos numéricos la resis -
tencia a la supresividad (RS) se expresa como porcentaje de cigo-
tbs no suprimidos en los ér*uces con estirpes r*ho-_supresivas yvig
ne expresada por la férmula RS %=100-5%, en ta que S% es la su
presividad por ciento de las estirpes rho frente a las estirpes zf~ho+

que se considere.

Una vez sentadas estas conclusiones que consideramos
bésicas y que, como es légico, anulan précticamente casi todo lo
escrito sobre supresividad en levaduras, hay dque plantearse el -
problema de qué factores condicionan {a resistencia de las esﬂr-—

+ —
pes rho al poder supresivo de las rho .

Resistencia a la supresividad y estabilidad respiratoria

De los datos expuestos en los apartados 1y 2 del ca-~
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pltulo anterior parece deducirse una consecuencia inmediata: to
das aquellas estirpes que, aln procedentes de otras inestables,
muestran una estabilidad respiratoria alta muestran igualmente

un alto grado de RS frente a estirpes supresivas.

Por lo que respectaalaRS frenteala estirpe AXp-10
resulta especialmente ilustrativo el caso del clono Sbg-22, ob-
tenido por segregacién mitética de la estirpe Sb-2, que presen
ta un porcentaje de células rho  en cultivos estacior;arios de -
3.15 frente al de 16.7 de la estirpe deque procede. Pues bien,
no sélo presentauna RS de 81.1% frente a la de 40. 1% de Ia
estirpe Sb-2 sino que los 20 clonos obtenidos a partir de &l con
un porcentaje medio de 3.79 células rho (Tabla 5) muestran —
una RS media del 93.53% con una desvi acién tipica inferior al

3% de la media (Tabla 11).

Otros dos casos Ilamativos, en que la estabilizacién
respiratoria lleva consigo un enorme aumento de la RS, lo cons
tituyen los expuestos en las tablas 15 y 16. Puedeobservarse en
laprimera de ellas cémo 10 estirpes derivadas de la inestable -
SER-19 por cruzamiento con la AXp-10 y posterior segregacién
meidtica Y Que presentan un porcentaje medio de células rho de
2.41, arrojan un porcentaje medio de RS del 85.8%, con una -~
desviacién tipica inferior al 10% de ia media, frente a la RS de

la SER-19 (% rho™ = 16. 1) que es sélo del 48.79%,.
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En la segunda de las tablas citadas puede observar
se cémo 7 estirpes, que han sufrido una ulterior estabilizacién
mediante un nuevo cruce con la AXp-10y posterior segregacién
meibticay qhe presentan un porcentaje medio de rho  de 1.04
arrojan una RS media del 95. 1%, con una desviacidn tipica in -
ferior al 1.2% de la media. Es decir todas ellas se comportan

como si précticamente la AXp-10 fuese una estirpe neutra.

Por lo que respecta a la estirpe Xp-4, aunque co -
vmoya se ha dicho, los datos de que se disponen sobre esta es -
tirpe son escasos, en fa tabla 14 puede observarse cédmo las es
vtir‘pes con un grado de estabilidad alto muestran también un ai-

to grado de resistencia al poder supresivo de esta estirpe rho .

Finaimente como va se ha expuesto en el capftuloa_n_ ’
terior y a pesar de los numerosos intentos realizados ha sido im
posible obtener un mutante rho  de la serie S que sea supresivo
para |la estirpe X-3 o derivadas de la misma. Dada la gran esta
bilidad respiratoria de la citada estirpe, creemos que ello se -
debe no a que no existan mutantes supresivos de la serie S, si-<
no a que al serlaX-3drandemente resistenteala supresividad,
ha sido imposible poner de manifiesto dicho caracter.

En nuestra opinién, por tanto, una estabilidad res-

,{_
piratoria alta condiciona una alta RS de las estirpes rho .

Surge entonces la cuestidon de determinar a que se
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debe la estabilidad respiratoria de una estirpe r~ho+ que condicio-
na la existencia de estirpes establ esycfon diversos grados de esta
biljdad. | |

De las experiercias expuestas en el apartado 1 se de
duce, en principio que la estabilidad mayor o menor de una estir-
pe r~ho+, referida al porcentaje de células rho—presentés en sus cul
tivos en fase estacionaria, es el resul‘tado de fa inestébilidad, es
decir de la habilidad para segregar por mitosis células rho hijas

de cada una de las células que componen |la poblacién.

l-a quica contradiccién a lo anteriormente dicho, lo -
constituyen los resultados encontrados al analizar la estabjlidad
r\es‘pir‘:‘ath‘ia de los 25 clonos obtenidos de la estirpe SER-VIQ‘ ~con
un 16.1% de rho;—,_qqe muestran un porcentaje medio de células rho~

‘del 26.7% y las encontradas al analizar los 20 clonos selecciona-
dos del SERg-3 +con un 13.7% de rho - que muestran un procen -
taje medio de células rho  del 26.79 vy las mcoﬁtradas al analizar
los 20 clonos seleccionados del SERg -3 con un 13.7% de rho -

que muestran un porcentaje medio de células rho  del 41. 9%; por
centaje medio muy superior, en ambos casos, al de las estir‘bes de

que se derivan.

independientemente de que el niimero de clonos selec-
cionados en cada caso, 25y 20 respectivamente, no sea lo sufi -
cientemente el evado como para asegurar que constituyen una mues

tra representativa, la Unica explicacién posible' a este hecho po
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drfa consistir en que, independientemente de la estabilidad de ca
da una de las células r*ho+ presentes en los cultivos de tas estir-
pes inestables, al haberse mantenido durante un tiempao prolonga
do en cultivo las estirpes analizadas, las células r‘ho+, més com-
' petentes desde el punto de vista fisiol6gico, son seleccionadas -
con respecto a las rho hasta ftegar a un equil{ibr‘io, cosa gue ho
ocurrirfa en aquellos casos en que los clonés son inmediatamente_

analizados después de su aisiamiento.

Esto explicarla el hecho de que'a pesar de la heterg
geneidad de los clonos aislados de las estirpgs de partida SER19
y Sb-2, éstas que son conservadas por resiembras periddicasca
‘da 15 dfas, siempre muestran un porcentaje de mutantes r*ho—con__s_
tante.

Esta hipbtesis fue verificada observando la evolucién
del porcentaje de células rho de varijos clonos con un alto grado
de inestabilidad o a lo largo de cuatro resiembras sucesivas es~—
paciadas por periodos de 15 dfas en medio NG. L os resultados se
exponen en la tabla 31 y muestran cémo el porcentaje de células
r‘ho‘presentesen los cultivos va descendiendo, hasta alcanzar en

ocasiones valores inferiores a los de las estirpes originales.

Adn contando con estos datos es evidenteque las dos -
experiencias citadas contrastan con las restantes, pero, en cual
quier caso y prescindiendo de los valores medios, la gran disper

sién que muestran los porcentajes de células rho_ en los distintos
; ,
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Tabla 31. - Evolucién del porcentaje de células rho presentes
en cultivos de clonos inestabl es, der'ivadqs de las es
tirpes SER-—IQ* y Sb—Z*, cuando se someten a re -

siembras sucesivas en medio NG.

Células rho (%)

Clonos ' Resiembopra:

Ninguna Primera Segundé Ter‘qer‘a
SER¢-3 13.7 1 1.9 1.3
SERQ-IBI 51.2 24.3 23.2 | 15.2
SERg-13-7 54.2 39. 1 | 40.7 22.9
Sbg-9 46. 8 19.6 | 16. 09 7.3
Sbg-é_ls 57. 1 51 51.2 42.9

% % rho” de SER19 % 16. 1;

% rho de Sb-2 = 16,7
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clonos analizados nos Ilévan a concluir, como se expresd an-
teriorménte, que el grado de inestabilidad de una estirpe, medi-
da por el porcentaje de células rho” presentes en sus c;J!tivos en
fase estacionnar*ia, es el resultado de lainestabilidadindividual de

: +
las células rho presentes en los mismos.

Quedan no obstante por explicar las excepciones re-
presentadas por los clonos Sbg-3, Sbg9-12, Sbg9-15, Sbgg- 17,
$b99-18 y Sbg9-19, que presentan una RS del 100% cuando su,ei
t;abilidad, de acuerdo con el‘Porcentaje de mutantes rho  que -
muestran, es muy baja. En el apartado en que se discute la natu
raleza genéti:‘ca de tos determinantes que condicionan ta estabili-
dad se da una explicacién légica de estos resultados apar*enteme_rj_

te contradictorios con la conclusién anterior.

Determinantes genéticos que condicionan la estabilidad

Admitida esta conclusidn, se piantea la siguiente cues
tidn: ; Cuél es lanaturaleza de los determinantes genéticos que
condicionan el que unas células rhot segreguen mutantes rho con

una mayor frecuencia que otras ?.

"A priori!! se pueden admitir dos alternativas:

a.- L a estabilidad del factor rho, que como se expuso en la intrg
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duccibn se |demt|f|cahoy diacon el ADN mltocondmal estaria con-

dncuonada pPor un alelo nuclear necesario para el mantenimiento de

la misma.

B- - L-a estabilidad del factor rho, estarfacondicionada por la pro-
pia natural eza de! mismo. Es decir una céiula r~ho+ podrla poséer

una poblacién de ADN's mitocondriales mezcla deunos altamente es
tables, otros inestables, y otros va alterados (rho ). A I repartipr
Se al azar la dotacidn citoplasméatica entre laé células hijas, algu-
nas de ellas serfan altamente estables, (predominio de ADNs mito-
condriales establ es), otra porcién seguirfan sijendo mestabl es(mez
cla de ADNs mltocondmal es del mismo tipo que'la celula madre, de

ADN est§bles y rho” o bien de ADN inestables y rho™ ) v la tercera

serfan rho .

Con los datos discutidos hasta el mbmento, cualquiera
de las dos alternativ;—zs podrfa ser vélida, ya que el clono Shg-22
pbdr*l'a ser el resultado de una mutacidn nuclear, y la estabiliza-
cién de la progenie haploide procedente de {os cigotos fruto de los
cruces de la SER19 por AXp-10 podria obedecer a que los cigotos

+ + .
rho  no suprimidos procediesen de células rho con fa misma mu-

tacidon nuclear antes citada.

Para dilucidar esta cuestidén se realizaron las experie_q_
cias expuestas en el apartado 3 del capl’tulo anterior, en las quese

analizé la estabitidad respiratoria —tasa de mutacién a rho — de la
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progenie hapl‘oide de cigotos obtenidos por cruce entreuna estirpe
inestable (SER19)} y otra rho supresiva (AXpL-IO). Caso de que
los determinantes genéticos que condicionan |a estabilidad res-
piratoria y por ende la resistencia a la supresividad fueran de
naturaleza nuclear, la segregacién del caracter "estable" debe
rfa ser 2:2, o bien 4:0 si la estirpe supresiva AXp-10 poseye

se tambien el alelo responsable de la estabilizacidn.

Los resultddos (Tablas 17, 18y 19) demuestran que -
ﬁo se'obtienen ninguno de estos dos resultadosyaque no sbélo el
75.5, 79.2, y Sl. 8% de la progenie haploide mostrd una tasade
mutacién a rho— inferior a la de la estirpe r*hoJr de partida, sino
que los valores mostraron una gran dispersidn. Por si fuera po
co, el anéliéis de la progenie haploide de un cigoto obtenidopor
cmcé entre una estirpe seleccionada entre (as estabilizadas por
el cruce anterior (SXg1-31, con una tasa de mutacidn de 1. 28 x
10-2) con la misma estirpe AXp-10 supresiva, demostrd que el
88. 4% de las mismas posefa una tasa de mutacién inferior a la
estirpe madre r'ho+, aundque en este caso comb la estirpe es bas
tante estable, los valores muestran una dispersién algo menor({Tabla
20).

En nuestra opinién estas experiencias constituyen
un claro ejemplo de herencia citoplasmética y demuestran, por
tanto, que los determinantes genéticos que condicionan !a esta-

bilidadrespiratoriaylaresistenciaala supresividadson denatura
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lezacitoplasméatica;en suma el propio factor rho o ADN mitocondrial.

Esta conclusién explica satisfactoriamente tanto la se
gregacion mitética de clonos rho establ es a partirdeestirpesines
tables, como la estabilizacién de | a progenie haploide 'de cigotos

+ —
procedentes de cruces de estirpes rho inestables por rho supre

‘sivas.

En el primer caso, al existir en las célulaé r‘ho+ del
cultivo biem una mezcla de una minorfa de unidades de ADN mito -
condr‘ifél estables (_r_:h_oE) con una mayorfa de ineétabl es (_r_‘ﬁgl ) ein
cluso alteradas (er_g_) , 0 bien una mezcla de Eﬁc_)_l y f.t‘..?.- o bien -
rho™ + rho”, el reparto al azar de las mismas entre |as célulasma
dre e hija, originarfa un escaso ndimero de células rho” con pre-
domini6 de unidades estables (caso de la Sbg-22) y una mayoria de

t+ . . . | - E
rho  que seguirfan siendo inestables (rhoE+ rho + rho , rho  +

- 1 - . -
rho o bien rho + rho ), a m4s de un conjunto de células rho ma
yor o menor, segln la tasa de mutacién del ADN mitocondrial ines

table y el nimero de unidades rho preexistentes.

Como es légico una vez surgida una célula con predo-
minio de unidades mitocondriales estables, su descendencia tende
rfa a ser cada vez més estable (caso de la descendencia del clono
Sbg-22).

En el segundo caso, el carécter supresivo de la estir
pe rho  sélo tendrfa efecto en aquellas células carentes de unida-

des estables o que |as poseyesen en muy escaso ndmero. Es decir
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el factor rho o ADN mitocondrial supresivo eliminariadel cigo-
tq, probablemente por recombinacién, todas o la mayorfa de las
uhidades__r_*_h_g' , con lo cual en un crucedeuna e:qtir*pe rho+ ines-
table por rho” supresiva todos o la mayoria delos cigotos rho ,
que aparecerian serian aquellos que poseenuna dotaciéh mayor o
menor unidades de ADN mitocondrial estable, unidades que al ser

transmitidas a la progenie de forma selectiva enlameiosis asegu

rarfan la mayor estabilidad respiratoria de la misma.

El hecho de que las unidades r_:b_c_)_l sean Vet'iminadas:.
s’el ectivamente y no las r_t_mQ_E tiene unafacil explicacidn si secon
sidera que los primeros ppseen en la cadenade ADN un mayor n_@_
mero de “espaciadores' o secuencias A:T no transcribibles, que
al mismo tiempo que condicionan su inestabilidad, al favorecer
los entrecruzamientos intracatenarios y la formacidn y excisién
de bucles, origen de grandes borraduras, aumentarfan la proba
bilidad de recombinacién con los ADNs mitocondrial es rho , con

grandes secuencias tambien de A=T no transcribibles.

Quedarfa asl explicada tanto la aparicién de clonos
estables por segregacién mitdtica apartirdeestirpes inestables
como |a estabilizacidn de laprogenie haploide de éstas cuando se

cruzan con una rho supresiva.

Finalmente también se explicarfalaaparicién de clo
nos inestables que muestran una RS del 100% a que antes® se ha
hecho mencidn: procedérian de células cuyadotacién mitocondrial

E - . » ’ . ’
fuese rho  + rho con predominio de estas (ltimas. Estas celu -
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las segregarfan el fenotipo; rho  con alta frecuencia, pero al no
_— E
ser eliminado el rho” de los zigotos, todas las celulas con fe~

+ +
notlpo rho  originarfan zigotos con fenotipo lgualmente rho ,con

lo que la RS seria del 1009,

Transmisidn de la estabilidad respiratoria por células rho

lL-a8s experiencias expuestas en el apar‘tado 4 del ca-
'pl’tulo anterion constltuyen un elemento discordante dentro del
conjunto de e;(pem'encias que se ha comentado. Efectlvamente,
reahzadas con mlras a reafirmar que es dnicamente el carécter
supresivo de |las estlhpes rho el responsable de la estabijlijza -
cién respiratoria Yy POr tanto de la RS de la progenie haploide
de los zngotos obtemdos en cruces con r~ho+ inestables, los re-
sultados obtenidos obligan a reconsiderar o compl etar esta con-
‘clusién, ya que demuestran que la estirpe r*ho-, alnno siendo su
presiva, es capaz de originar ia estabilizacién de la citada pro

genie haplqide, estabilizacidn que no se logra si la estirpe rho

a més de no Ser supresiva procede de una estirpe inestable.

Estos resultados sorprendentes, sélo tienen una po
sible explicacidn: el genomio mitocondrial rho procedente de -
una célula estable, carente de capacidad supresiva, conserva un
alelo responsable de la estabjlidad y por recomblnaCIén con el

I
rho  los transfiere a este Gltimo que queda conver-tldo en geno -
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mio mitocondsial _t_*__b_g_E. Proponemos la denominacidn de gaﬂ{ES”@
para el alelo antes aludido y a tltuio de suger?ncia cr"éemos poé
sible que su papel sea el de controlar la integracion y excision

de trozos de ADN intra o extracatenario en las zonas espaciado~

ras del genomio mitocondrial.

El hecho de que no se sumen los efectos estabiliza
dores en el caso de genomios supresivos pnocedentes‘[de cél;L
las estables refuerza la conclusién anterior ya que,cofna 56 ex-
puso en la lnt:r-oduccidn, los ADNsmitoc:ondr‘iéles supresivos, pre
sentan alteraciones profundas motivadas por grjarwf:jes ’bor*r*admras,
que eliminarfan el aleo responsable de Ia estabilidad del factor

rho .

i

L a estabilizacidn de la progenie haploide de zigotos
- ‘ +
obtenidos en cruces de rho con rho inestables puede alcanzar
se, pues, por dos mecanismos independientes: eliminacidn de l'as
. 1 - . .. E
unidades rho por los rho supresivos o conversidon a rho por
recombinacion con los rho no supresivos, originados estos Cxlt_'_

mos por mutaciones puntuales o de cambio de secuencia en un gen

de los ADNs mitocondrial es estables.

Influencia de los agentes exteriores sobre la estabilidad respirg

toria y resistencia a la supresividad

LLos resultados de las experiencias expuestas en el
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apartado 5 apenas si merecen sSer comentados: ni la fase de cre-
.. . +

Cimiento de la estirpe rho y hi la modalidad de cultlvo niel pH

del medlo ejercen un efecto apreciable sobre la estabmdad respi

ratoria (% de cé&lulas rho”) ni sobre la resistencia a la supresivi

dad de las estirpes ensayadas.

Solamente en el caso del reemplazamiento de la gluco
$a por el lactato como fuente de carbono, se observa, como es 16
gico, un menor porcentaje de células rho” en los cultivos en fase
estacionaria, ya que estas no pueden reproducirse en el. medio em

pteado, y un aumento en la RS, extremo este Gltimo que si mere -

ce comentario.

En principio parece 18gico que una estirpe cuyos cul
tivos son més estables deberfa mostrar, de acuerdo con IQ mante
nido alo largo de esta discusiédn, una 'maypn RS; sin embargo ello
es solo aparente. Téngase en cuenta que la estirpe aln después -
de cultivada en lactato sigue siendo genéticamente inestable v que
por tanto no hay razén para que su dotacién de ADNs mitocondria

les se comporte de forma distinta frente a los aportadas por la es

tirpe rho supresiva,

En el apartado siguiente se expondri cémo la mayor
habilidad de cruce entre células rho falsealos datos sobre el va
lor de la supresividad, y por tanto de RS, cuando se calcula por la
férmula clésica de Sherman y Ephrussi. En el caso de estirpes -

inestables cultivadas en medios con lactato el porcentaje de célu-
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las rho disminuye casi a un tercic del presente en medics con glu
cdsa; ello indudablemente traeré consigo una disminucidn del por-
centaje de zigotos rho que se obtienen en el cruce, con el consi-
Vguie’nrte aumento de los nho+ y por consiguiente un aumento aparen

te de la RS.

Concluimos, por tanto, que tampoco la naturaleza de

la fuente de carbono influyesobre la resistencia a la supresividad.

Consideraciones sobre el cliculo de la supresividad

Como se ha expuesto en el apartado 6 del capltule an-
terior, hemos podido c‘ohfir-mar', de acuerdo con Gonzétez (1974},
que efectivamente , tal como se deduce de los resultados mostra-
dos en la tabla 27, el rendimiento en zigotos es muy distinto encru
ces Phq+ por r‘ho+, f‘hO't)Qr\F'hO” v rho por rho—, hasta el puntoc de
gueen esteultimo caso, el citado rendimiento es aproximadamente 100
ytOveces mayordue en el caso decruces r*r;o+ por r~h2 Y rho+ por rho

respectivamente.

Igualmente, en la tabla 28 se puede comprobar cémo el
rendimiento en zigotos de cruces r‘hoJr por rho e incluso r‘hoﬂ’r por
r‘ho+ es siempre mayor cuando 1o es la proporcidn de células rho
presentes en los cultivos r~ho+, aunque ello se deba exclusivamen-

te a circunstancias ambientales o a manipul aciones de laboratorio.
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LEn tales ‘circunstancias es evidente Que la f6r~mula de
Sherman vy Ephrussi no es vélida para calcular* el poder supresivo
de una estirpe rho con respecto a una deter*mmada rho+, ya que
el porcentaje de zigotos rho que aparecen en el cruce serd la re
sultante no sdlo del poder supresivo de la estirpe rho y el nime-
ro de celulas rho presentes en los cultivos r~h0+, sino ademds de
tamayor habHidaq de cruce entre dichas células rho y las supre

sivas y , .como consecuencia de ello, los valores que se obtengan

mediante el empleo de la citada férmula serén siempre superiores

a los reales,

- Se jmpone por tanto llegar a una nueva formulacién pa
ra el c.‘élculqd‘el’ poder supresivo de una estirpe rho , en la que
se introduzca una éorreccién que tenga en cuenta el aumento en el
nimero de zigotos rho~ como consecuencia de la mayor habilidad-

’ - + -_—
de cruce entre células rho que entre rho vy rho

Un planteamiento teérico, en nuestra opinidn correc-
to, serfa el que a continuacién se expone: Consideremos un cruce
entre una estirpe r*ho+— Cuyos cultivos en fase estacionaria p[reseg_
ten un porcentaje de células rho igual a Y- y otra r-ho‘— supresi -
va; Denominamos H a |a habilidad de cruce entre las células r'ho+
y rho_, r*efer‘ida’ al rendimiento en zigotos obtenido en Cruces en
tre los mutantes rho  del cultivo r*hoJr y las célutas rho supresi-

+ - .
vas. (H= rendimiento en zigotos del cruce rho x rho supreswas/
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rendimiento en zigotos del cruce rho por rho supresivas) y, fi-
nalmente Ilamemos X al porcentaje de zigotos 'rho que aparecen

después de verificado el cruce.

Tomemos 100 células del cultivo rho+; en ellas exis -~
tirdn 100-Y células rho e Y células rho” . Prescindiendo por el.
momento de la supresividad, la cantidad teérica de zigotos Queob
tendrfamos al cruzar dichas 100 células con otras tantas rho se
ria de

(100 - Y) H zigotos r~ho+ + Y zigotos rho de donde ,
refiriendo a 100 el ndmero total de zigotos obtenidos, se deduce
gque el porcentaje tedrico de zigotos rho (X ) que seobtiene en el

-
cruce, serfa,

(100 - Y)H+Y - 100 ;0 X

i

100 Y (1)

v X (100 - V) H+ Y

Como el porcentaje real de zigotos rho que se obtie-
‘nen en el cruce es X, dquiere decir que si X es mayor que x_r, la
diferencia >(—><_r representaré el porcentaje de zigotos rho que

aparecen como consecuencia del poder supresivo de la estirperho

(XS).

de donde sustituyendo )(T por su valor en funcién de YyH (1), se

obtiene:

-180-



100 100 - ¥) + XY - 100y
X = X - Y i XH ( Y) + XY (2)

(100 - Y)H + v TH(100-vY)+y

XS seria el porcentaje de zigotos suprimidos que apa-

. . .+
rece como consecuencia del cruce de 100 ~-Y células rho con las

rho” Supresivas; para calcular |a supresividad por ciento ( S )

+
hay que referjr XS a 100 células rho de partida

100 - v 100

0
IOXS

(3)

Il

—_— O sea S

100 -
- Xg | S% v

Con lo que sustituyendo en (3) el valor de XS, la (2),y

simplificando, se lega finalmente a la ecuacidn.

100 - X
XH-Y 100 - v
s 0= \ . 100

H({100 -v )+v

férmula que proponemos para el célculo de la supresividad.

Como puede observarse si en esta férmula H se hace -

igual a la unidad, queda reducida a

X-Y

= * 100
S % 100 - v

que es la misma pPropuesta por Sherman y Ephrussi.

~181~




L as diferencias que en el valor de |a supresividad
de las estirpe rho”~ introduce el uso de nuestr:a férmula, pueden
ap‘r’eciarse en la tabla 32, en la que comparan los obtenidos m_g
diante la de Sherman y Ephrussi en una serie de cruces. Los -
valores de H incluidos en esta tabla son los calculados en base

a los datos mostrados en la tabla 29,

Como era de esperar los valores de la S% calcula~
dos de acuerdo con nuestra fdrmula son siempre mds bajos, vy ,
en ocasiones negativas, que cuando se calculan por ia fdrmula-
de Sherman y Ephrussi. Ahora bien as{ como consideramos que
el planteamiento tedrico que nos ha llevado a esta férmula es co
fr*ecto, también consideramos que los datos dque se exponenenla

tabla 32 no s;:m fiables.

Efectivamente, el indice H de habilidad de cruce ha
sido calculado, tal como se expresa en la tabla 29, comparando
el rendimiento en zigotos de cruces de células r~ho+ por rho sy
presivas con el de cruces de un mutante rho esponténeo, esco-
gido al azar de entre los que aparecen en los cultivos de la es—
fir‘pe r~h0+, con las mismas rho supresivas. Es evidente, de
‘una parte, como se desprende de !a tabla 27, que el rendimiento
en zigotos de cruces rho por rho varfa grandemente segin las
distintas estirpes que se consideran y, de otra, que a partirde
una estirpe r~ho+ se puede originar mutantes rho  de muy diver-

sas caracteristicas. Por consiguiente el valor de H que hemos
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emplieado no puede ser considerado como representativo del de
todas las células rho presentes en los cultivos r*ho+. Para ia
aplicacio'n correcta de la fdrmul a que proponemos, consideramos
que debe ser empleado un factor corrector H que como minimo -
sea la media de los correspondientes a 10 mutantes espontaneos
escogidos al azar y que el error de dicha media no debe ser su-

perior at 5% de su valor.
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, \ +
T-abla 32. - Valores de la S% de las estirpes AXp-10 y Xp~-4 frente a diversas estirpes rho

calculadas mediante la f6rmula de Sherman y Ephrussi y lapropuesta en estaTesis.

Y* x* H* s
Cruces
- - A%) (%) %) { Sherman y Ephrussi | Férmu!a propuesta

SERI19 por AXp-10 16.09 39.5 0. 433 51.29 10. 43
SERI19 por Xp-4 16.09 59.13 0.158 27.9 5.13
Sb-2 por AXp-10 16. 76 66.66 0.079 59.95 Negativa
Sb-2 por Xp-4 16.76 41,17 0.157 29.32 Negativa
SXgh-14 por AXp-10 2.77 30.14 0,082 28. 15 4,21

- SXgh4-14 por Xp-4 2.77 48, 7 0.164 47,24 34,87
SXg4-19 por AXp-10 6.6 18.03 0. 108 12. 24 Negativa
SX94-19 por Xp-4 6.6 34.85 0.030 30. 25 N egativa

Y

& X = % de zigotos rho  obtenidos en el cruce

kH

+ -
habilidad de cruce de las células rho por rho

— - ) ) . "
% de células rho en cultivos en fase estacionaria de la estirpe rho



CONCLUSIONES







12. - L a supresividad de las estirpes rho~ de Saccharomyces ce-
revisiae no es una caracterfstica constante de las h’lismas,
B

sino que varfa ampliamente y hasta llega a ser nu|a, depen-

diendo del tipo de la estirpe r‘ho frentea la que se comprue
ba. ) o

22, - En sentido estricto no existen, pues, “estnrpes supreswas"
. t e .
sino sblo un tipo de estirpes rho que, segun las rho con
las que se cruzan, pueden excluir o suprimir 'el' faCtor rho

normal aportado a los zigotos por estas Gltimas.

32. - Adn cuando la supresividad de una estirpe rho” es constan-~
te frente a otra r~ho+ determinada, se considera que éi"fmé—
meno debe cuantificarse refiriendolo a |as }estir‘pes r'ﬁci+, por
lo que se propone |la expresién "' resistencia ala supfesivi-
dad", para designar el grado de resistencia que ofbeéé, en
cada caso, una estirpe r*ho+ a la manifestacién del carécter

supresivo de estirpes rho .

42.- | a mayor o menor resistencia a lasupresividad de una estir
+ - -
pe rho viene condicionada por la (mayor o menor) estabili-

dad respiratoria de sus células.

. +
52. - L a estabilidad respiratoria de las células rho s Y por tanto

su resistencia a la supresividad esta condicionada por la-
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presepncua en las mjsmas de unidades estables de ADN mi-
tocondmal (factor rho) , cuva baja tasdde rnutaclon a rho

no ;iepende, de ningin alelo nuclear.

62. - Existe un alelo mitocondrial, (EST) que condiciona la esta

bmdad de los gernomios mitocondriales.

t
1

72.~ Se considera que los factores de tipo ambiental no afectan

Fy resistencia a |a éppresividad.

e propene una rueva férmula para el céiculo de la supre

: L - +
§ividad de una estirpe rho frente a otra rho determina-

da, en sustltucmn de la de Sherman y Ephrussi, en la que

se mtr*pduce un factor corrector que elimina los errores -

qerivados de la mayor habilidad que muestran las células

— . +
rho  para cruzarse entre sl que con las células rho .
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